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Силикатеины – белки спикул кремнистых гу�
бок. Впервые аминокислотная последовательность
силикатеина из морской губки Tethya aurantia была
определена в 1998 г. [1]. Этот белок входит в состав
аксиального филамента спикул и ускоряет полиме�
ризацию кремниевых алоксидов [1, 2]. Вскоре ген
аналогичного белка был обнаружен в спикулах мор�

ской губки Suberites domuncula [3], затем исследова�
ли гены силикатеинов в геномах морских губок
Petrosia ficiformis [4, 5], Hymeniacidon perlevis [6] и Geo�
dia cydonium [7], Crateromorpha meyeri [8], Latrunculia
oparinae и Acanthodendrilla sp. [9]. В настоящее время
известны последовательности мРНК двух групп си�
ликатеинов (α и β) морских губок. Анализируя по�
следовательности этих белков, обнаружили их сход�
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Кремнистые спикулы губок содержат силикатеины – белки, участвующие в осаждении биогенного
кремнезема и определяющие морфологические особенности спикул. Исследована экзон�интронная ор�
ганизация генов четырех изоформ силикатеина�α (�α1, �α2, �α3 и �α4) эндемичной байкальской губки
Lubomirskia baicalensis. Определены 17 последовательностей фрагментов генов различных изоформ си�
ликатеинов восьми видов пресноводных губок, включающих как космополитных представителей
(Spongilla lacustris, Ephydatia muelleri, E. fluviatilis), так и эндемиков Байкала (L. baicalensis, L. in�
crustans, Baikalospongia intermedia, B. fungiformis, Sw. papyracea). Показано, что космополитные и эн�
демичные губки отличаются между собой по структуре генов, а именно – имеют интроны разной длины.
Из байкальских видов наибольшей вариабельностью длин интронов отличается ген силикатеина�α1, а
наиболее консервативным в этом отношении является ген силикатеина�α4. Филогенетический анализ
аминокислотных последовательностей различных изоформ силикатеинов показал, что имеются четыре
кластера внутри клады пресноводных губок. Филогенетический анализ экзон�интронных последова�
тельностей генов дает возможность разделять близкородственные виды губок внутри кластеров.
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ство с известным семейством папаин�подобных ци�
стеиновых протеаз (эндонуклеаз) – катепсинов L
[1]. В опытах in vitro силикатеины гидролизуют эфи�
ры кремниевой кислоты, что приводит к отложе�
нию аморфного кремнезема [2, 3, 10, 11] и форми�
рованию филаментных структур [12, 13]. Кроме то�
го, эти белки определяют морфологические черты
спикул, которые являются важным признаком ви�
довой идентификации губок [14]. 

Работы по изучению силикатеинов пресновод�
ных губок проводятся с 2005 г. Найдены четыре изо�
формы силикатеина�α у космополитной губки
E. fluviatilis и эндемичной байкальской губки L. ba�
icalensis. Последовательностей, гомологичных гену
силикатеина�β, в геноме пресноводных губок не об�
наружено [11, 15, 16]. Установлено, что экспрессия
генов каждой из изоформ силикатеина E. fluviatilis
происходит на различных этапах формирования
спикул [14]. По�видимому, в процессах образования
основного филамента и отложения дополнитель�
ных слоев кремнезема на поверхность спикулы
участвуют разные изоформы силикатеина [14].

Объект нашего исследования – пресноводные
губки космополитного семейства Spongillidae и эн�
демичного байкальского семейства Lubomirskiidae.
Последнее включает 13 видов губок [17], диверген�
ция которых от общего предка произошла относи�
тельно недавно [18]. Распознавание этих видов по
морфологии часто затруднено, а классические мо�
лекулярные маркеры (гены СОХI, 18S рРНК, участ�
ки внутренних транскрибируемых спейсеров – ITS)
информативны лишь на уровне рода и семейства
[18]. Поскольку изменения, возникающие в про�
цессе видообразования и эволюции, затрагивают
также белоккодирующие гены, в том числе гены,
участвующие в образовании скелета, перспективно
проведение сравнительного анализа последова�
тельностей этих генов и их экзон�интронных струк�
тур у различных видов губок. Изучение интронов
генов особенно интересно в связи с тем, что ско�
рость накопления мутаций в этих участках довольно
высока [19]. Кроме того, не исключено, что такие
характеристики интронов, как вариабельность дли�
ны, положение в гене, отношение к длине экзона и
иные могут быть связаны и со свойствами генов
(экспрессией, транскрипцией, сплайсингом, вре�
менем жизни мРНК и т.д.), и с эволюцией организ�
ма в целом [19, 20]. 

Поэтому мы предприняли изучение экзон�ин�
тронных структур генов и соответствующих амино�
кислотных последовательностей силикатеинов раз�
ных видов пресноводных губок с целью поиска ви�
доспецифичных особенностей, которые могут быть
применимы для молекулярной идентификации
близкородственных видов губок.

 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Сбор материала. Образцы байкальских губок со�
браны в ходе экспедиций 2005–2006 гг. в районе
пос. Большие Коты (юго�западное побережье
оз. Байкал), вблизи о. Ольхон (западное побережье)
на глубине 5–15 м, а также в 2008 г. у мыса Толстый
(Южный Байкал) с глубины 307 м (в ходе экспеди�
ции “МИРы на Байкале”). Виды пресноводных гу�
бок, исследуемые в данной работе, перечислены в
таблице. Экземпляры, которые использовали для
выделения РНК, замораживали в жидком азоте. Об�
разцы, из которых затем выделяли ДНК, помещали в
70%�ный раствор этанола и хранили при 4°C.

Выделение ДНК, РНК и амплификация. Для
определения последовательностей нуклеотидов
суммарную ДНК из образцов губок выделяли по
методике, прилагающейся к набору “QIAGEN
RNA/DNA”. Качество ДНК определяли при помо�
щи электрофореза в 0.6%�ном геле агарозы. Сум�
марную РНК выделяли из свежих образцов губок
или из образцов, хранившихся в жидком азоте, ис�
пользуя набор “Trizol Reagent” (“Sigma”) по прото�
колу фирмы. Синтез кДНК осуществляли с помо�
щью набора реактивов “Реверта” (“АмплиСенс”)
согласно прилагающейся инструкции. Продукты
амплификации для определения полноразмерных
экзон�интронных последовательностей генов полу�
чали с использованием праймеров, сконструиро�
ванных на основе соответствующих известных по�
следовательностей кДНК гена силикатеина�α1, как
было описано ранее [16]. Фрагменты генов силика�
теина�α различных видов губок амплифицировали
с использованием праймеров Sil_F1 и Sil_R1, струк�
туры которых определяли, исходя из наиболее кон�
сервативных участков генов силикатеинов L. ba�
icalensis с учетом положения интронов (в скобках
указано положение на последовательности кДНК
силикатеина�α1): 

Sil_F1 – GGTCAGTGTGGCGCTAGCTATGC 
(385–407), 

Sil_R1 – CTGTTCTTAACAAGCCAGTAAT 
(860–881). 

С этими же праймерами амплифицировали
фрагменты кДНК силикатеинов. Полимеразную
цепную реакцию проводили в 25 мкл реакционной
смеси на амплификаторе MiniCycler (“MJ Re�
search”) в следующем режиме: предварительный
прогрев смеси, активация полимеразы 5 мин при
94°С; 35 циклов, включающих денатурацию ДНК
(45 с при 94°С); отжиг праймеров (60 с при 56°С) и
элонгацию (90 с при 72°С); финальная элонгация
(10 мин при 72°С). Ииндивидуальные ПЦР�фраг�
менты анализировали путем электрофореза в 0.8%�
ном геле агарозы, после чего экстрагировали, ис�
пользуя набор “PCR clean�up Gel extraction Nu�
cleoSpin Extract II” (“Macherey�Nagel”) по методике
производителя. 
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Виды губок, исследованных в данной работе

Вид/Место сбора 
(для видов, исследованных в данной работе) Изоформа силикатеина Номер в банке данных 

(GenBank)

Последовательности (фрагменты генов или кДНК), полученные в данной работе

Lubomirskia incrustans/оз. Байкал, 
Средняя котловина, восточное побережье

silicatein�α1 (фрагмент гена) FJ812082 

silicatein�α4 (фрагмент гена) FJ812081 

L. baicalensis/оз. Байкал, 
Южная котловина, юго�западное побережье

silicatein�α2 (полный ген) GU222667

silicatein�α3 (полный ген) GU222668

silicatein�α4 (полный ген) GU222669

Baikalospongia intermedia/оз. Байкал, 
Средняя котловина, восточное побережье

silicatein�α1 (фрагмент гена) FJ812083

silicatein�α4 (фрагмент гена) FJ812084 

Baikalospongia fungiformis/
оз. Байкал, юго�западное побережье

silicatein�α1 (фрагмент гена) GU289403 

silicatein�α2 (фрагмент гена) HQ668149 

silicatein�α3 (фрагмент гена) HQ668150 

silicatein�α4 (фрагмент гена) GU289404

Swartschewskia papyracea/оз. Байкал, 
Южная котловина, юго�западное побережье

silicatein�α4 (фрагмент гена) FJ812085

Ephydatia muelleri/р. Голоустная 
(юго�западное побережье оз. Байкал)

silicatein�α2 (фрагмент кДНК) GU289408

silicatein�α3 (фрагмент кДНК)  GU289407 

silicatein�α4 (фрагмент гена) FJ812080 

Ephydatia fluviatilis/оз. Чагытай (республика Тува) silicatein�α3 (фрагмент кДНК) GU289405

silicatein�α4 (фрагмент гена) FJ812077 

Spongilla lacustris/р. Духовая 
(восточное побережье оз. Байкал)

silicatein�α1 (фрагмент кДНК) GU289406 

silicatein�α3 (фрагмент гена) FJ812078

silicatein�α4 (фрагмент гена) FJ812079 

Последовательности (кДНК), извлеченные из банка данных (GenBank)

Lubomirskia baiсalensis silicatein�α1 AJ872183

silicatein�α2 AJ968945

silicatein�α3 AJ968946

silicatein�α4 AJ968947

Ephydatia fluviatilis silicatein�M2 (α1) AB370206

silicatein�M1 (α2) AB219573

silicatein�M4 (α3) AB370208

silicatein�M3 (α4) AB370207

Suberites domuncula silicatein�α AJ272013

Petrosia ficiformis silicatein�α AY158071

Hymeniacidon perlevis silicatein�α DQ364228

Geodia cydonium silicatein�α AM500875

Tethya aurantia silicatein�α AF032117

Halichondria ocadai silicatein�α AB071667

Aulosaccus sp. silicatein�α GQ387054
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Клонирование, анализ клонов и секвенирование
ПЦР�продуктов. Очищенные фрагменты клониро�
вали в векторе pCRII�TOPO (“Invitrogen”), а также в
векторе pTZ57A/T (“Fermentas”) по методикам
фирм�производителей. E. coli трансформировали с
использованием химически компетентных клеток
ТОР10 (“Invitrogen”). Из каждой библиотеки анали�
зировали по 15–25 клонов. Плазмидную ДНК вы�
деляли по методике, описанной в инструкции к на�
бору “High Pure Plasmid Isolation Kit” (“Roche”).
Наличие вставки фрагмента в плазмиде определя�
ли, обрабатывая раствор плазмидной ДНК рестрик�
тазой EcoRI в объеме 15 мкл, содержащим 5 мкл
раствора плазмиды, 3 мкл буфера Tango (10�крат�
ный), 0.5 мкл рестриктазы (5 ед.) и 6.5 мкл воды. Ре�
стрикционную смесь инкубировали при 37°С в те�
чение 1 ч и анализировали путем электрофореза в
1%�ном геле агарозы. Секвенирование клонирован�
ных фрагментов производили на автоматических се�
квенаторах Li�COR 4200 (“Amersham”) и CEQ 8800
(“Backman Coulter Inc.”). Последовательности депо�
нированы в базе данных EMBL. Номера доступа этих
последовательностей указаны в таблице. 

Филогенетический анализ. При первичном ана�
лизе использовали программу BLAST (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). В анализе использова�
ли также последовательности силикатеинов, опуб�
ликованные в GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/sites/entrez/). Последовательности выравнива�
ли при помощи модуля ClustalW программного па�
кета BioEdit 7.0 [21] с обязательной корректировкой
вручную. Сравнивали аминокислотные последова�
тельности, полученные в результате виртуальной
трансляции участков генов без учета интронов, а
также нуклеотидные последовательности фрагмен�
тов генов, включающих экзоны и интроны. В пер�
вом случае анализировали 32 последовательности
силикатеинов, 25 из которых принадлежат пресно�
водным губкам (17 определены нами), а семь после�
довательностей – морским. В качестве внешней
группы взята последовательность катепсина L мор�
ской губки S. domuncula. Длина выровненных по�
следовательностей составила 150 а.о. В филогенети�
ческом анализе фрагментов генов сравнивали
17 последовательностей восьми видов пресновод�
ных губок, в качестве внешней группы взята после�
довательность гена силикатеина�α морской губки
S. domuncula. Из�за существенной разницы в общих
длинах последовательностей, вследствие разной
длины интронов, выравнивание проводили, варьи�
руя величины штрафов за открытие (gap opening
penalties) и продление пропусков (gap extension pen�
alties) с целью повышения гомологии последова�
тельностей (вследствие получения консенсуса с
наибольшим количеством консервативных нуклео�
тидных остатков) [22]. Выявляемые таким образом
пробелы удаляли вручную. Длина экзон�интрон�
ных последовательностей после выравнивания и
приведения к одной длине составила 1004 п.н. Фи�

логенетические деревья строили по методу объеди�
нения ближайших соседей (NJ, neighbor�joining
method) [23], максимального правдоподобия (ML,
maximum lilelihood) [24], а также Байесовскому мето�
ду (BI, Bayesian Inference) [25]. Использовали пакеты
филогенетических программ Mega 4 [26], Phyml [27]
и MrBayes v3.1.2. [25]. При построении ML� и BI�де�
ревьев для аминокислотных последовательностей с
помощью программы ModelGenerator [28] была вы�
брана модель аминокислотных замен WAG, для
нуклеотидных последовательностей – модель GTR.
При BI�анализе создавали 2 млн генераций цепей
Маркова, отбирая пробы через каждые 100 генера�
ций, т.е. 20000 проб. Первые 3000 проб исключали из
анализа как “burn in”. Устойчивость (статистиче�
скую поддержку клад) филогенетических деревьев в
NJ и ML анализах оценивали методом бутстрепа на
основе 1000 реплик, а также определяя апостериор�
ные вероятности (Posterior Probabilities) в BI�анали�
зе. В обоих случаях в качестве основного прини�
мали дерево, полученное методом NJ. Деревья
ML и BI в большинстве деталей имели идентич�
ную топологию. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ экзон�интронных структур генов 
силикатеинов L. baicalensis

Мозаичная экзон�интронная структура является
характерной особенностью генов эукариотических
организмов. В генах силикатеина�α пресноводной
губки L. baicalensis мы обнаружили шесть интронов
и семь экзонов. Для сравнения, в геноме человека
среднее число интронов в гене составляет 7.7, а у хо�
анофлагеллят, ближайших родственников многокле�
точных организмов, – 6.6 [29]. Длины сравниваемых
нуклеотидных последовательностей составили
1988 п.н. (силикатеин�α1); 1668 п.н.(силикатеин�α2);
1657 п.н. (силикатеин�α3); 1540 п.н. (силикатеин�α4)
(рис. 1). В трех генах (�α1, �α2 и �α4) локализация
интронов и размер экзонов оказались постоянны�
ми. У силикатеина�α3 первый экзон на 18 п.н.
длиннее, а второй – на 6 п.н. короче, чем у других
генов. Первый интрон при этом “смещен” на 6 н. в
сторону второго экзона. В результате общий размер
кДНК силикатеина�α3 составляет 993 п.н., тогда
как размер кДНК трех других изоформ силикатеи�
нов (�α1, �α2, �α4) составляет 981 п.н. (рис. 1). Из�
менения в структуре гена силикатеина�α3 затраги�
вают 5'�участок последовательности (первый и вто�
рой экзоны), который кодирует вариабельный N�
концевой домен белка, соответствующий сигналь�
ному пептиду и препептиду [14, 16]. Изменения на
этом участке, вероятно, могут быть связаны с регу�
ляцией внутриклеточного транспорта белка, его ак�
тивностью или уровнем экспрессии. Ранее Мори
(Mohri) и соавт. [14] показали, что у пресноводной
губки E. fluviatilis данная изоформа синтезируется
на начальном этапе спикулогенеза, т.е. силикатеин�
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α3 необходим при закладке основного филамента
спикул; синтез других изоформ продолжается и на
более поздних этапах формирования спикул. 

Суммарные длины интронов исследуемых генов
составляют 1007 п.н. (�α1), 687 п.н. (�α2), 664 п.н.
(�α3) и 559 п.н. (�α4). Таким образом, общие разме�
ры генов у силикатеинов�α1, �α2 и �α4 зависят ис�
ключительно от размера интронов. Соотношение
общих длин интронов и экзонов в разных генах из�
меняется от 0.57 до 1.03. Длины отдельных экзонов
в гене варьируют от 100 до 249 п.н.; длины интронов
изменяются как в пределах одного гена, так и у раз�
личных генов от 47 до 378 п.н. У всех генов интроны
фланкированы консервативными парами нуклео�
тидов: на 5'�конце находится пара GT, на 3'�конце –
AG. До настоящего времени были известны экзон�
интронные структуры только генов силикатеина�α
и �β морской губки S. domuncula [7]. Мы сравнили
эти гены с генами силикатеина�α1,�α2, �α3 и �α4.
Длины их последовательностей лежат в пределах от
1540 п.н. до 2209 п.н. (рис. 1). В гене силикатеина�β
отсутствует один из интронов, характерный для ге�
нов силикатеина�α: этот интрон соответствует пя�
тому интрону силикатеинов�α (сумма длин пятого
и шестого экзонов силикатеинов�α соответствует
размеру пятого экзона силикатеина�β). Известно,
что изменения в структурах генов (миграция места
встраивания интрона, изменение числа интронов)
являются очень редкими эволюционными событи�
ями [30]. Вероятно, они связаны с приобретением
или потерей свойств соответствующих белков и
имеют приспособительное значение. 

Анализ фрагментов генов силикатеинов 
пресноводных губок

Исследовали экзон�интронные структуры фраг�
ментов генов у семи видов пресноводных губок, в
число которых входят как космополитные виды, так
и байкальские эндемики (см. раздел “Эксперимен�
тальная часть”). Эти последовательности фрагмен�
тов генов содержат третий–шестой экзоны и интро�
ны три–пять. У байкальской губки B. fungiformis
определили последовательности фрагментов генов
всех четырех изоформ силикатеинов. Ранее гомоло�
гичные изоформы обнаружены как у эндемичного
(L. baicalensis) [11, 16], так и у космополитного
(E. fluviatilis) видов губок [14, 15]. По�видимому, на�
личие четырех изоформ силикатеинов, отвечающих
за образование основных спикул губок (мегасклер), –
характерная особенность пресноводных губок. 

У других исследуемых видов губок нам удалось
обнаружить разное число генов. При этом фрагмент
гена силикатеина�α4 имеется у всех видов. У трех
видов (B. intermedia, L. incrustans, B. fungiformis) най�
ден ген силикатеина�α1. У двух видов (S. lacustris,
B. fungiformis) – ген силикатеина�α3. В общей слож�
ности были секвенированы 13 фрагментов генов,
длины которых составляют от 715 до 1269 п.н. (рис. 2).
Этот результат мы объясняем тем, что для поиска
генов использовали “универсальные” вырожден�
ные праймеры, что не позволяет выявить полный
набор генов в каждом виде. Очевидно, для обнару�
жения всех генов необходимо использовать инди�
видуальные праймеры, специфичные уникальным
участкам последовательностей каждой изоформы. 

В структурах исследуемых участков генов разме�
ры интронов различны, а их локализация в гене по�

Размер гена:
длина экзонов/интронов
(п.н.) Lubomirskia baicalensis

sil�α1
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sil�α4
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2209 (993/1216)
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249 203 147 79 123 102 79

47 65 69 73 187 118

240 208 156 166 138 173 375 156

327 80 213 55 125 257 272 6755

Рис. 1. Полноразмерные экзон�интронные структуры генов силикатеинов. Приведена суммарная длина, в скобках указаны
размеры экзонов и интронов. Экзоны обозначены серыми блоками, интроны – черными, их длина обозначена сверху. По�
рядок расположения интронов в гене указан снизу римскими цифрами.
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стоянна; длины экзонов также остаются одинако�
выми (рис. 2). При этом, у байкальских губок ин�
троны длиннее чем у космополитных видов.
Суммарная длина интронов байкальских видов со�
ставляет 328–772 п.н., а интронов космополитных
губок – 218–302 п.н. (рис. 2). Этот факт может сви�
детельствовать о более высокой скорости эволю�
ции, характерной для байкальской спонгиофауны
[31]. При помощи программы BLAST выявились
последовательности, высокогомологичные генам
четырех известных изоформ силикатеинов. Ген си�
ликатеина�α4 байкальских видов имеет очень сход�
ную структуру, длины интронов в нем в большин�

стве случаев остаются постоянными. Имеются не�
которые различия в размерах интронов гена
силикатеина�α4 между космополитными и энде�
мичными видами, а также между разными космо�
политными видами (S. lacustris, E. fluviatilis, E. muel�
leri). Длины интронов гена силикатеина�α3 различ�
ны у эндемичного (B. fungiformis) и космополитного
(S. lacustris) видов. Длины интронов гена силикате�
ина�α1 у байкальских губок отличаются наиболь�
шей вариабельностью (рис. 2). Характерная особен�
ность этого гена – необычно длинный третий ин�
трон, размер которого варьирует у разных видов
губок от 374 до 604 п.н. Данный ген у космополит�
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Swartschewskia papyracea

sil�α1 1269 (497/772)

sil�α4 825 (497/328)

sil�α4 825 (497/328)

sil�α4 750 (497/253)

sil�α4 749 (497/252)

sil�α4 715 (497/218)

sil�α4 825 (497/328)

sil�α1 1022 (497/525)

sil�α2 802 (497/305)

sil�α3 797 (497/300)

sil�α3 799 (497/302)

Lubomirskia baicalensis

Рис. 2. Экзон�интронные структуры фрагментов генов силикатеинов. Обозначения экзонов и интронов такие же, как
на рис. 1. Стрелки указывают позиции праймеров. 
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ных губок нами не выявлен. Мы полагаем, что ген
силикатеина�α1 может служить маркером видовой
идентификации байкальских губок.

Филогенетический анализ проводили, сравни�
вая определенные нами и опубликованные в Gen�
Bank последовательности генов силикатеинов�α.
Кроме экзон�интронных фрагментов генов, у четы�
рех видов губок определены последовательности
фрагментов кДНК силикатеина�α1 (у S. lacustris),
силикатеина�α2 (у E. muelleri) и силикатеина�α3 (у
E. fluviatilis, E. muelleri). При компьютерной транс�
ляции экзонов получены аминокислотные последо�
вательности длиной 150 а.о., которые использовали

для филогенетического анализа. На филогенетиче�
ском дереве обнаруживается достоверное расхожде�
ние пресноводных и морских губок (рис. 3). Силика�
теины пресноводных губок формируют устойчивую
кладу, внутри которой группы гомологичных последо�
вательностей образуют четыре кластера, соответству�
ющие различным изоформам силикатеинов. В каж�
дый кластер входят последовательности L. baicalensis и
B. fungiformis (силикатеин�α1, �α2, �α3 и �α4), гомоло�
гичные им последовательности E. fluviatilis (силика�
теин�М2, �М1, �М4 и �М3), а также по одной после�
довательности различных видов пресноводных губок.
Разделение кластеров поддерживается высокими зна�
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Рис. 3. Филогенетическое древо, построенное методом объединения ближайших соседей (NJ) на основе сравнения
фрагментов аминокислотных последовательностей силикатеинов губок (150 а.о.). Числа в узлах дерева – величины
бутстреп�поддержек на деревьях, построенных методами NJ, ML и апостериорных вероятностей в BI�анализе (слева
направо). В качестве внешней группы взята последовательность катепсина L S. domuncula. Опубликованные ранее по�
следовательности приводятся с номерами доступа. Масштаб эволюционных расстояний соответствует 10 заменам на
каждые 100 а.о.
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чениями бутстрепа, определенными с помощью трех
различных программ (рис. 3). 

Результаты филогенетического анализа амино�
кислотных последовательностей силикатеинов до�
полняют ранее опубликованные нами данные [16] и
свидетельствуют о том, что в процессе эволюции
силикатеинов пресноводных губок вначале произо�
шла дупликация генов, а затем образовались новые
виды, т. е. предок современных пресноводных губок
уже обладал, по меньшей мере, четырьмя генами
силикатеина�α. Кластер sil�α3 (объединяющий по�
следовательности силикатеинов�α3 шести видов
губок) внутри клады пресноводных губок образует
обособленную ветвь и располагается ближе к обще�
му предку силикатеинов пресноводных губок. Не�
смотря на то, что дивергенция между четырьмя кла�
стерами на дереве хорошо выражена, внутри кла�
стеров имеются неразрешенные позиции. Так,
вследствие высокой гомологии выбранного участка
последовательности, не разделяются виды B. fungi�
formis, L. incrustans и L. baicalensis в кластере силика�
теина�α4, а также виды E. fluviatilis и E. muelleri – в
кластерах силикатеинов�α2 и �α3 (рис. 3). Таким
образом, анализ данного участка аминокислотной
последовательности для филогенетического анали�
за не всегда позволяет различить виды пресновод�
ных губок, однако можно четко определить принад�
лежность анализируемой последовательности к той
или иной изоформе силикатеина�α. 

Интроны ядерных генов широко используются
для филогенетических исследований близкород�

ственных видов, поскольку скорость накопления
мутаций в некодирующих участках более высока
[32]. Мы провели филогенетический анализ экзон�
интронных последовательностей силикатеинов
пресноводных губок (рис. 4). Сравнивали последо�
вательности, обнаруженные в данной работе, и по�
следовательность гена силикатеина�α1, определен�
ные нами ранее [16]. При этом подходе удается раз�
делить не только разные изоформы силикатеина, но
и виды пресноводных губок внутри кластеров. Наи�
более полно представлены на дереве гены силикате�
ина�α4, однако, из�за высокой консервативности
его последовательностей у байкальских видов гу�
бок, разделение видов не всегда поддерживается до�
стоверно высокими величинами бутстрепами. 

Последовательности интронов генов силикатеи�
на�α1,�α2 и �α3 более вариабельны, и поэтому все
виды байкальских губок в данных кластерах разде�
ляются с большой достоверностью. Космополит�
ные губки, как и при анализе аминокислотных по�
следовательностей, во всех случаях достоверно от�
деляются от эндемичных байкальских видов. Эти
результаты создают предпосылки для дальнейших
исследований генов силикатеинов как пригодных
молекулярных маркеров видовой принадлежности
близкородственных байкальских губок. Далее необ�
ходимо провести анализ последовательностей генов
или их фрагментов у всех представителей эндемич�
ного байкальского семейства (насчитывающего
13 видов), а также определить уровень межвидовой
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Рис. 4. Филогенетическое древо, построенное методом объединения ближайших соседей (NJ) на основе сравнения экзон�
интронных фрагментов генов силикатеинов пресноводных губок (1181 п.н.). Масштаб эволюционных расстояний соответ�
ствует 10 заменам на каждые 100 н. Обозначения как на рис. 3.
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и внутривидовой вариабельности этих последова�
тельностей.

Таким образом, нами впервые определены пол�
ные последовательности генов четырех изоформ
силикатеина�α пресноводной губки L. baicalensis.
Определены частичные последовательности генов
восьми видов. Охарактеризованы особенности эк�
зон�интронной организации генов силикатеинов и
показано, что космополитные и эндемичные губки
различаются длиной интронов соответствующих
изоформ. Филогенетический анализ экзон�ин�
тронных последовательностей генов позволяет не
только разделять кластеры генов различных изо�
форм силикатеинов, но и находить соответствие с
системой видов пресноводных губок. Можно пред�
положить, что гены силикатенов перспективны для
их дальнейшего исследования и использования в
качестве маркеров молекулярной идентификации
близкородственных видов губок и их эволюции. 

Работа получила финансовую поддержку моло�
дежного Лаврентьевского гранта (№6) Сибирского
отделения РАН.
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