Утверждение темы докторской диссертации кбн, снс, лаборатория проблем эволюционной морфологии Шкиля Фёдора Николаевича «Роль тиреоидных гормонов в онтогенезе и адаптивной радиации костистых рыб (Teleostei)» по специальности 1.5.13. «Ихтиология»

Актуальность. Основной задачей эволюционной биологии является изучение путей и механизмов, лежащих в основе становления биологического разнообразия. Активное развитие новых подходов и методов, прежде всего молекулярно-генетических, показало, что доминирующее в рамках СТЭ ген-центричное понимание эволюционного процесса, основанное на представлении, что фенотипическое разнообразие определяется и достигается прежде всего разнообразием генетическим, не позволяет в полной мере объяснить наблюдаемое многообразие живых организмов и, особенно, темпы его формирования. Появляется все больше свидетельств того, что в основе многих адаптивных преобразований лежит фенотипическая пластичность, возникающая за счет изменчивости онтогенеза в ответ на изменения внешней среды, а генетические изменения, закрепляющие адаптивные фенотипы, возникают лишь впоследствии. Все это заставляет вернуться к сформулированной Ч. Дарвином и впоследствии развивавшейся А.Н. Северцовым, И.И. Шмальгаузеном и К. Уоддингтоном идее о том, что важнейшим фактором эволюционных процессов является индивидуальное развитие организма, и без понимания, каким образом в тех или иных условиях генетический материал в ходе онтогенеза транслируется в разнообразие фенотипов, нельзя понять и механизмы эволюции. Осознание эволюционной роли онтогенеза привело к объединению нескольких ранее разрозненных биологических дисциплин в одно научное направление - эволюционную биологию развития, базовые положения которой стали основой Расширенного эволюционного синтеза (Extended evolutionary synthesis). 

Важнейшими объектами этого направления являются костистые рыбы (Teleostei), что определяется: их видовым богатством (около 30 000 современных видов); яркой, изобилующей примерами стремительных эволюционных преобразований и формирования разнообразных фенотипических новшеств, историей освоения материковых вод и различных участков мирового океана; значительно меньшей, по сравнению с большинством других позвоночных, степенью канализированности онтогенеза; и относительной простотой содержания в лабораторных условиях. Эти особенности позволяют проводить натурные и лабораторные исследования, фокусирующиеся на оценке влияния внешних и внутренних факторов на ход индивидуального развития рыб и его фенотипических последствий, что открывает широкие возможности для решения различных эволюционных задач. 

Многочисленные алломорфные преобразования, при которых строение организма не усложняется и не упрощается, а перестраивается по мере изменений условий среды, наблюдаемые у костистых рыб, зачастую носят системный и стремительный характер, затрагивая различные характеристики фенотипа (морфологические, физиологические, биохимические, поведенческие и т.д.). Пожалуй, наиболее яркими примерами таких трансформаций являются пучки видов рыб – монофилетические симпатрические комплексы морф/видов, сформировавшиеся в результате адаптивной радиации. Наиболее известными и изученными из них являются озерные комплексы африканских и американских цихловых (Cichlidae); обитающие в высоких широтах Северного полушария речные и озерные комплексы лососевых (Salmonidae); а также пучки видов карповых рыб (Cyprinidae), населяющие водоемы Абиссинского нагорья Эфиопии. Накопленные к настоящему моменту данные указывают на то, что в большинстве случаев рост морфологического и экологического разнообразия в пучках происходит стремительно, на фоне незначительного увеличения генетического разнообразия или отсутствия такового. При этом важнейшим механизмом формирования эволюционных новшеств, позволяющих реализовывать экологические возможности, являются гетерохронии - изменения сроков и темпов онтогенетических процессов. Адаптивный и системный характер онтогенетических и фенотипических изменений в пучках видов рыб предполагает наличие некоторого мастер-фактора (регулятора), обладающего выраженной пластичностью, плейотропным эффектом и экологической функцией, т.е. способностью влиять на различные характеристики развивающегося организма в соответствии с условиями среды. 

Одним из наиболее вероятных кандидатов на роль такого регулятора является гипоталамо-гипофизарно-тиреоидная ось и продукты ее активности - тиреоидные гормоны. Известно, что эта эндокринная ось участвует в поддержании гомеостаза и энергетического баланса позвоночных животных, определяет сроки и темпы многих онтогенетических процессов, в том числе, личиночно-ювенальную трансформацию (и метаморфоз как ее крайнее проявление), влияет на различные аспекты поведения и протекания жизненного цикла. Базовый механизм действия тиреоидных гормонов консервативен среди позвоночных животных. Взаимодействуя со специфическими транскрипционными факторами, они регулируют экспрессию множества ядерных и митохондриальных генов, тем самым обеспечивая геномный ответ на изменения внешней и внутренней среды организма. Таким образом, гипоталамо-гипофизарно-тиреоидная ось обладает всеми необходимыми качествами мастер-фактора: пластичностью, плейотропным эффектом и демонстрирует ярко выраженную экологическую функцию, т.к. гармонизирует метаболизм, а также темпы и сроки индивидуального развития с окружающей средой. Более того, в последние годы появляются свидетельства вовлеченности тиреоидных гормонов в процессы метилирования и де-метилирования ДНК, т.е. в эпигенетическую регуляцию процессов индивидуального развития и, возможно, наследуемость особенностей их протекания, что в свою очередь, может являться первым шагом к последующей генетической ассимиляции адаптивных черт. Эти обстоятельства позволяют выдвинуть гипотезу, что адаптивная пластичность активности гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной оси является не только фактором, определяющим ход индивидуального развития и метаболизм рыб, но и создает ресурс для алломорфных преобразований костистых рыб.   

Целью настоящей работы является оценка роли изменчивости активности гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной оси в онтогенетических и адаптивных преобразованиях костистых рыб.

Задачи исследования:

1. Выявление теоретических предпосылок роли изменчивости гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной оси в онтогенезе и фенотипической пластичности костистых рыб;

2. Провести оценку естественного тиреоидного статуса на разных этапах онтогенеза и экспериментальными методами оценить влияние его изменений на ход онтогенеза нескольких модельных видов костистых рыб: Labeobarbus spp., Danio rerio (Cyprinidae); Amatitlania nigrofasciata, Cryptoheros spilurus (Cichlidae); Salvelinus spp. (Salmonidae);

3. Проанализировать фенотипические последствия изменений тиреоидного статуса модельных объектов и выявить зависимые от гормона признаки; 

4. Сравнить экспериментальные фенотипы с фенотипами близкородственных и филогенетически удаленных групп костистых рыб;

5. Определить адаптивную значимость и наследуемость зависимых от тиреоидных гормонов признаков;

6. Охарактеризовать гипоталамо-гипофизарно-тиреоидную ось как ключевой регуляторный механизм, гармонизирующий индивидуальное развитие с условиями окружающей среды и обеспечивающий адаптивные фенотипические изменения. 
Объекты и материалы исследования:

В качестве основных объектов экспериментальных и полевых работ использованы: 

1. Карповые рыбы (Cyprinidae) - полученные в рамках работ Совместной Российско-Эфиопской экспедиции в период 2005-2018 гг. выборки из природных популяций и онтогенетические серии, выращенные в искусственных условиях, крупных гексаплоидных африканских усачей р. Labeobarbus, входящих в состав пучка видов оз. Тана (Эфиопия); онтогенетические серии диплоидных африканских р. Enteromius и азиатских р. Puntius и р. Puntigrus усачей; тетраплоидных европейских р. Barbus и р. Luciobarbus усачей;  а также, многочисленные онтогенетические серии традиционного модельного вида эволюционной биологии развития - полосатого данио, Danio rerio, полученные в лабораторных условиях на базе ИПЭЭ РАН и ИБР РАН;
2. Цихловые рыбы (Cichlidae) – онтогенетические серии нескольких видов цихлид Нового света, полосатой цихлозомы - Amatitlania nigrofasciata; голубоглазого криптохероса - Cryptoheros spilurus; и бирюзовой акары - Andinoacara rivulatus, полученные в лабораторных условиях в ИПЭЭ РАН;

3. Лососевые рыбы (Salmonidae) – выборки из природных популяций и онтогенетические серии гольцов р. Salvelinus оз. Кроноцкое (Камчатка) и оз. Эльгыгытгын (Чукотка), полученные в результате совместной работы с лабораторией экологии низших позвоночных ИПЭЭ РАН. 

Основные методы. Оценка гормонального статуса рыб в природных популяциях и лабораторных линиях проведена методами иммуноферментного анализа (ИФА). Физиологические характеристики, позволяющие описать особенности энергетического баланса рыб, определялись с использованием стандартных биохимических методов. Описание морфологических особенностей природных популяций и экспериментальных рыб производилось с использованием методов классической и геометрической морфометрии. Выявление гетерохроний, лежащих в основе формирования эволюционных новшеств, а также оценка влияния изменений тиреоидного статуса на темпы и сроки индивидуального развития проведены на основании сравнительного анализа развития скелета и пигментного рисунка в экспериментальных онтогенетических сериях. Оценка наследуемости зависимых от тиреоидных гормонов признаков осуществлена в сериях экспериментальных скрещиваний, а также с помощью геномного анализа природных популяций.

Положения, выносимые на защиту:

1. Активность гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной оси является ключевым фактором, регулирующим темпы и сроки онтогенеза костистых рыб; 

2. Изменения тиреоидного статуса вызывают гетерохронии, приводящие к росту фенотипической пластичности;

3. В раннем онтогенезе рыб существует «алломорфное окно», период «выбора» онтогенетической траектории, отличающийся наибольшей чувствительностью к изменению уровня тиреоидных гормонов;

4. Многие признаки, развитие которых контролируется тиреоидными гормонами, связаны с экологическими особенностями изучаемых рыб, т.е. имеют высокую адаптивную значимость.  В природных популяциях и лабораторных условиях эти признаки демонстрируют высокую степень наследуемости;

5. Изменения активности гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной оси являются ключевым механизмом регуляции онтогенеза и важнейшим фактором адаптивных трансформаций костистых рыб.

Выводы:
1. Динамика тиреоидных гормонов в ходе индивидуального развития является видоспецифическим признаком;

2. Изменение динамики тиреоидных гормонов вызывает изменения темпов и сроков онтогенетических процессов - гетерохронии, что приводит к росту фенотипической пластичности и появлению фенотипов, сходных с фенотипами как близкородственных, так и филогенетически удаленных групп;

3. В онтогенезе рыб существуют периоды, характеризующиеся разной чувствительностью к изменению уровня тиреоидных гормонов;
4. Зависимые от тиреоидных гормонов фенотипические признаки связаны с экологическими предпочтениями рыб и демонстрируют высокую степень наследуемости в экспериментальных линиях и природных популяциях;
5. Среди нейроэндокринных осей гипоталамо-гипофизарно-тиреоидная ось является наиболее вероятным кандидатом на роль мастер-фактора, определяющего ход индивидуального развития и ответственного за адаптивные изменения костистых рыб, т.к. регулирует их гомеостаз и метаболизм, оказывает плейотропное действие на ход онтогенеза и обладает выраженной экологической функцией; 
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