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РЕФЕРАТ 
Кишечная микробиота позвоночных животных представ-
ляет собой сложную биологическую систему, играющую 
ключевую роль в метаболизме и формировании иммунной 
защиты. Микробные сообщества осуществляют разложе-
ние сложных органических соединений, синтезируют ви-

тамины и обеспечивают стабильность внутренней среды организма, тесно взаимодей-
ствуя с его физиологическими процессами. Таким образом микробиота кишечника непо-
средственное влияет на здоровье организма хозяина.  Изучение эволюционных связей в 
составе кишечной микробиоты чира (Coregonus nasus) посредством ампликонного се-
квенирования гена 16S рРНК способствует пониманию их трофических и конкурентных 
взаимодействий в организме хозяина. В рамках исследования были использованы следу-
ющие методы: NGS-секвенирование гена 16S рРНК по участкам V3-V4 и V4-V5 на плат-
форме Illumina MiSeq в режиме PE, а также обработка полученных данных с помощью 
программного обеспечения Trimmomatic v0.39, VSEARCH v2.21.1, MAFFT v7.505, 
FastTree v2.1.11. Все анализы выполнялись на платформе Python 3.10.6 с использованием 
пакетов scipy, statsmodels, biopython. Полученные филогенетические деревья демонстри-
руют высокий уровень таксономической дифференциации, отражая как недавние эволю-
ционные расхождения (характеризующиеся короткими ветвями и высокой поддержкой 
узлов), так и древние дивергенции, подтверждаемые значительной длиной ветвей в опре-
деленных кладах. Подобная организация указывает на множественные радиации внутри 
бактериальных таксонов, обусловленные адаптацией к различным экологическим ни-
шам, что свидетельствует о сложности и взаимосвязанности микробных сообществ в 
исследуемых образцах. Высокое филогенетическое разнообразие обнаруженных таксо-
нов, включая присутствие ОТЕ, классифицированных как Candidatus или относящихся к 
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малоизученным группам, подчеркивает недостаточную изученность микробиоты прес-
новодных рыб в существующих базах данных. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Кишечный микробиом играет важней-

шую роль в поддержании здоровья рыб, 
обеспечивая их нормальное функциони-
рование и устойчивость к различным 
стрессовым факторам. Микроорганизмы, 
населяющие пищеварительный тракт рыб, 
участвуют в процессе переваривания пи-
щи, синтезе необходимых витаминов и 
аминокислот, а также в защите от пато-
генных бактерий. Сбалансированный со-
став кишечной микробиоты напрямую 
влияет на рост, развитие и иммунный от-
вет рыб, что особенно важно в условиях 
аквакультуры [6, 7]. 

Нарушение микробиома может приве-
сти к серьезным последствиям для здоро-
вья рыб. Дисбаланс кишечной микробио-
ты часто возникает при изменении усло-
вий содержания, некачественном кормле-
нии или стрессе. Это может проявляться в 
снижении иммунитета, замедлении роста, 
ухудшении усвоения питательных ве-
ществ и повышенной восприимчивости к 
заболеваниям [13, 17]. 

Для пресноводных видов характерен 
более широкий спектр бактериальных 
групп, включая Acinetobacter, 
Flavobacterium, Pseudomonas, а также 
представителей семейств 
Enterobacteriaceae и облигатных анаэро-
бов – Fusobacterium, Clostridium и 
Bacteroides [7]. Однако, несмотря на 
наличие генетических данных о микро-
биоме многих промысловых рыб, эколо-
гическая значимость его отдельных со-
ставляющих остается малоизученной [10, 
11]. 

Операционные таксономические еди-
ницы (ОТЕ) являются фундаментальным 
инструментом в современной микробио-
логии и метагеномике, позволяющие 
классифицировать и сравнивать микроб-
ные сообщества. Филогенетический ана-
лиз ОТЕ позволяет проследить эволюци-
онные связи между различными микроор-
ганизмами, выявить их родственные от-
ношения и понять механизмы диверген-
ции. Данные о филогенетических деревь-

ях могут иметь важное практическое зна-
чение для развития рыбоводческой отрас-
ли и защиты биологического разнообра-
зия. Понимание механизмов эволюции 
кишечной микробиоты рыб открывает 
возможности для изучения их адаптаци-
онных реакций на экологические измене-
ния и создания научно обоснованных ме-
тодов укрепления здоровья водных био-
логических ресурсов.  

Чир (Coregonus nasus), является прес-
новодной рыбой из рода сиги 
(Coregonus), которая обитает в реках и 
озерах в северной части Евразии. Этот 
вид играет значительную роль в промыс-
ле и экологии, являясь частью пищевых 
цепей и объектом рыболовства и разведе-
ния. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Образцы кишечного содержимого 
отбирались у чира, содержащегося в ры-
боводном хозяйстве, расположенном на 
оз. Суходольское Ленинградской области 
в сентябре 2022 г. Общее количество ис-
следованных особей – 21 экземпляр. Все 
образцы были собраны в стерильные про-
бирки с TE-буфером и транспортирова-
лись при +4 ℃ в течении одного часа. 

Тотальная микробная ДНК была из-
влечена из 200 мг биопробы кишечника с 
использованием фенол-хлороформного 
метода с добавлением изоамилового 
спирта в соотношении 25:24:1. Качество и 
концентрация выделенной ДНК оценива-
лись с использованием спектрофотомет-
рии NanoDrop (Thermo Scientific, США) и 
флуориметрии Qubit (Invitrogen, США). 
Также проводился контроль на предмет 
деградации тотальной ДНК методом 
электрофореза в 1% агарозном геле. 

Для амплификации вариабельных ре-
гионов гена 16S рРНК использовались 
праймеры [18]: 

Tru16S_V3V4F (341F):  
CTACACGACGCTCTTCCGATCT 

CCTACGGGNGGCWGCAG, 
Tru16S_V3V4R (785R): 
 CAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 
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GACTACHVGGGTATCTAATCC, 
Tru16S_V4V5F (515F): 
CTACACGACGCTCTTCCGATCT 

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA, 
Tru16S_V4V5R (926R): 
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 

CCGYCAATTYMTTTRAGTTT. 
Очистка ампликонов проводилась с 

использованием магнитных частиц 
AMPure XP (Beckman Coulter). Индекси-
рование и подготовка библиотек для се-
квенирования выполнялись по протоколу 
Illumina 16S Metagenomic Sequencing 
Library Preparation Guide. Качество биб-
лиотек проверялось на Bioanalyzer 
(Agilent Technologies) [16]. 

Библиотеки были секвенированы на 
платформе Illumina MiSeq в режиме PE. 

Для первичной обработки парнокон-
цевых прочтений применялась программа 
Trimmomatic PE [2]. В ходе обработки 
были удалены адаптеры Illumina, конце-
вые нуклеотиды с низким качеством, осу-
ществлена фильтрация качества посред-
ством скользящего окна и удалены про-
чтения, чья длина была менее 150 п.н. 
Оценка качества производилась с исполь-
зованием шкалы Phred+33 [1]. 

Уникальные последовательности бы-
ли обработаны с использованием про-
граммного обеспечения VSEARCH. На 
первом этапе была выполнена дереплика-
ция для обнаружения уникальных после-
довательностей (--derep_fulllength), при 
этом последовательности, представлен-
ные менее двух раз (--minuniquesize 2), 
были удалены. Затем был осуществлен 
поиск и удаление химерных последова-
тельностей в два этапа: сначала de novo с 
использованием алгоритма UCHIME3 (--
uchime3_denovo) [4], а затем с использо-
ванием референсной базы (--uchime_ref) с 
использованием базы данных "Gold". 

После удаления химер, специфиче-
ские последовательности сгруппировали 
в операционные таксономические едини-
цы (ОТЕ). Кластеризация выполнялась в 
VSEARCH с применением алгоритма, 
основанного на размере (--cluster_size), 
при уровне сходства 97% (--id 0.97). 

Риды были сопоставлены с репрезен-

тативными ОТЕ-последовательностями. 
Файл с результатами в формате UC по-
служил основой для создания матрицы 
встречаемости ОТЕ. Для установления 
таксономической классификации каждой 
последовательности ОТЕ применялся 
алгоритм SINTAX, реализованный в про-
грамме VSEARCH (--sintax) [3]. В каче-
стве эталонной базы данных использова-
лась база SILVA (версия 138). 

Из итоговой таблицы были исключе-
ны ОТЕ, не получившие таксономическо-
го определения (“Unassigned”), а также те, 
чья классификация не соответствовала 
установленному порогу достоверности 
(0,6). 

Для оценки филогенетических взаимо-
отношений между полученными ОТЕ, 
репрезентативные последовательности 
ОТЕ были выровнены с помощью MAFFT 
v7.505 с автоматическим выбором страте-
гии выравнивания с автоматическим вы-
бором стратегии (--auto) [8, 19]. Филоге-
нетические деревья были построены ме-
тодом максимального правдоподобия 
(ML) в FastTree v2.1.11 с использованием 
модели GTR+CAT [19]. 

Использованные версии программ 
 Программное обеспечение: 

Trimmomatic v0.39, VSEARCH v2.21.1, 
MAFFT v7.505, FastTree v2.1.11. 

Все анализы выполнялись на платфор-
ме Python 3.10.6 с использованием паке-
тов scipy, statsmodels, biopython. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Секвенирование амплифицированных 

регионов 16S рРНК гена позволило полу-
чить 75 072 (V3-V4) и 27 382 (V4-V5) 
качественных прочтений. Из-за недоста-
точного качества или отсутствия первич-
ных данных, информация для трех образ-
цов в области V4-V5 не была получена, 
поэтому дальнейшие исследования для 
данной области проводились на 18 образ-
цах. 

После очистки и аннотации данных 
для регионов V3-V4 и V4-V5 было выде-
лено 88 и 25 операционных таксономиче-
ских единиц (ОТЕ) соответственно, кото-
рые были классифицированы при помощи 
алгоритма SINTAX. 
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На основании полученной таксономии 
была проведена фильтрация таблиц ОТЕ 
для удаления последовательностей, при-
надлежащих к неквалифицированным 
таксонам ('Unassigned'). В результате 
фильтрации для дальнейшего анализа 
были оставлены 81 ОТЕ для региона V3-
V4 и 23 ОТЕ для региона V4-V5. 

Филогенетические деревья были ре-
конструированы на основе репрезента-
тивных последовательностей 81 ОТЕ (V3-
V4) и 23 ОТЕ (V4-V5). Построенные де-
ревья аннотировались на основе таксоно-
мической классификации и использова-
лись для визуализации эволюционных 
связей между выявленными ОТЕ. 

 Представленное на рисунке 1 филоге-
нетическое дерево отражает филогенети-
ческие связи между таксонами, обнару-
женными в исследуемых образцах, и де-
монстрирует высокую степень таксоно-
мического и экологического разнообра-
зия. Дерево получено на основе алгорит-
мов кластеризации с учетом длины ветвей 
(эволюционных расстояний) и статисти-
ческой поддержки узлов, что позволяет 
оценить надежность полученных группи-
ровок. Дублирующиеся позиции обозна-
чают разные, но неидентифицированные 
штаммы одного вида. 

На базовом уровне дерево делится на 
две крупные клады. Первая из них вклю-
чает двух представителей таксона, обо-
значенного как Simkaniaceae_uncultured, 
объединенных узлом с максимальной 
поддержкой (1.000) и обладающих срав-
нительно короткими ветвями, что свиде-
тельствует об их близком эволюционном 
родстве. Вторая основная клада характе-
ризуется значительно более сложной 
структурой, включающей несколько под-
клад, каждая из которых объединяет так-
соны, принадлежащие к различным бак-
териальным группам. 

В рамках клады можно выделить сле-
дующие основные подразделения: 

Клада Gemellaceae и связанные таксо-
ны. 

В данном подразделении таксоны ро-
да Gemellaceae_Gemella объединены с 
представителями семейств 

Streptococcaceae и Staphylococcaceae. Об-
наруженные здесь филогенетические ли-
нии, имеющие высокую статистическую 
поддержку (близкую к 1.000), указывают 
на тесное родство между морфологически 
и функционально схожими представите-
лями данных таксонов. Дополнительно 
выявлена интеграция таксонов, относя-
щихся к порядку Peptostreptococcales-
Tissierellales, что указывают на возмож-
ные общие эволюционные траектории в 
анаэробных сообществах. 

Клада представителей 
Gammaproteobacteria и смежных групп. 

В этом кластере наблюдается объеди-
нение таксонов, характерных для таких 
родов, как Stenotrophomonas, 
Acinetobacter, Pseudoalteromonas, а также 
представителей Escherichia-Shigella и 
Vibrio. Разветвленная структура данной 
клады, включающая несколько амплифи-
цированных ОТЕ, отражает высокий уро-
вень экогеографического разнообразия и 
множественность функциональных адап-
таций, характерных для микроорганиз-
мов, обитающих в водных и прилегаю-
щих экосистемах. 

Клада, включающая таксоны семейств 
Alcaligenaceae, Burkholderiaceae и сопут-
ствующих групп. 

Разнообразный состав этой группы 
определяется наличием таксонов, принад-
лежащих к Oxalobacteraceae (например, 
Undibacterium, Janthinobacterium), а так-
же представителей Polynucleobacter, 
Dechloromonas и родов из семей 
Aquabacterium и Rhodoferax 
(Comamonadaceae). Высокая статистиче-
ская поддержка узлов и значительные 
эволюционные расстояния свидетельству-
ют о древнем расхождении и функцио-
нальном разнообразии данных таксонов, 
что может быть связано с их участием в 
окислительных и редукционных процес-
сах в различных средах [15]. 

Отдельные и редко встречающиеся 
таксоны. 

Некоторые ветви дерева, такие как 
таксон T34_T34, демонстрируют значи-
тельные эволюционные расхождения, 
подтвержденные длинными ветвями, что 
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указывает на их вероятно ранее не оха-
рактеризованные филогенетические ли-
нии или адаптацию. Кроме того, подраз-
деление, обозначенное как Clade III, объ-
единяет представителей 
Sphingomonadaceae, а также таксоны из 
Rhizobiaceae, Beijerinckiaceae и 
Caulobacteraceae, что характерно для 
микроорганизмов, ассоциированных с 
почвенными и водными экосистемами. 

Клада Spirosomaceae и 
Flavobacteriaceae. 

Данный раздел дерева, представлен-
ный разветвленной структурой, содержит 
таксоны Spirosomaceae (например, 
Pseudarcicella) вместе с разнообразными 
представителями 
Flavobacteriaceae_Flavobacterium. Оби-
лие вложенных узлов с высокими значе-
ниями поддержки указывает на глубокое 
диверсификационное разделение внутри 
этих групп, что отражает их высокую 
экологическую пластичность и адаптив-
ность. 

Клада таксонов, ассоциированных с 
кишечным и поверхностным микробио-
мом. 

В этой части дендрограммы объедине-
ны таксоны, характерные для микробио-
ты кишечника и кожных покровов, такие 
как представители Prevotella, 
Lactobacillus, а также роды, включающие 
представителей Ruminococcaceae и 
Muribaculaceae. Такие объединения под-
черкивают возможные функциональные 
связи между микроорганизмами, участву-
ющими в переработке сложных органиче-
ских веществ и метаболизме углеводов 
[14]. 

Клада таксонов, характерных для по-
верхностных сообществ. 

Здесь наблюдается группировка так-
сонов, связанных с кожной микробиотой 
– представителей Cutibacterium, 
Mycobacterium, Corynebacterium и других. 
Это говорит о наличии адаптивных стра-
тегий, позволяющих микроорганизмам 
успешно колонизировать внешние среды 
хозяев, а также о вероятном участии этих 
таксонов в патогенных и комменсальных 
процессах. 

Низкоизученные таксоны и ОТЕ с 
обозначением «Candidatus». 

Особое внимание заслуживают не-
большие ветви, включающие таксоны с 
пометкой Candidatus Nomurabacteria и 
неопределенные ОТЕ. Их положение в 
дереве может свидетельствовать о суще-
ствовании ранее не охарактеризованных 
эволюционных линий, что требует даль-
нейшего исследования в контексте функ-
циональной экологии и адаптивных меха-
низмов. 

Представленное на рисунке 2 филоге-
нетическое дерево иллюстрирует эволю-
ционные взаимоотношения между бакте-
риальными таксонами, выявленными в 
исследуемой выборке, и демонстрирует 
высокую степень таксономического раз-
нообразия с учетом эволюционных рас-
стояний и статистической поддержки 
внутренних узлов. Дублирующиеся пози-
ции обозначают разные, но неидентифи-
цированные штаммы одного вида. 

На базовом уровне дерево делится на 
несколько крупных клад, каждая из кото-
рых объединяет таксоны, характеризую-
щиеся схожими морфологическими и 
функциональными особенностями. Эво-
люционные расстояния (отраженные в 
длине ветвей) варьируются от относи-
тельно коротких значений, свидетель-
ствующих о недавнем родстве, до сравни-
тельно длинных ветвей, указывающих на 
глубокие эволюционные расхождения. 

В рамках клады можно выделить сле-
дующие основные подразделения: 

Клада Sphingomonadaceae и 
Beijerinckiaceae. 

В первом подразделении объединены 
таксоны 
Sphingomonadaceae_Sphingomonas и 
Beijerinckiaceae_Bosea, что указывает на 
относительно близкое эволюционное род-
ство между представителями этих групп. 
Длина ветвей в этом кластере невелика, 
что соответствует сравнительно неболь-
шим эволюционным изменениям. 

Клада, включающая таксоны 
Phycisphaeraceae, Chitinophagaceae, 
Weeksellaceae и Flavobacteriaceae. 
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Рисунок 1 – Филогенетический анализ региона V3-V4 методом максимального  
правдоподобия  
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Второе подразделение характеризует-
ся наличием таксона 
Phycisphaeraceae_CL500-3, который объ-
единен с рядом потомков: сначала - так-
сон Chitinophagaceae_Sediminibacterium, 
далее - группировка, в которую входят 
представители 
Weeksellaceae_Chryseobacterium и, на за-
вершающем уровне, два отдельных пред-
ставителя 
Flavobacteriaceae_Flavobacterium. Здесь 
наблюдаются как умеренные, так и более 
выраженные эволюционные ветвления, 
отражающие исторические разделения 
между таксонами, ассоциированными 
преимущественно с водной и осадочной 
средой. 

Клада с комплексной структурой, 
включающей несколько внутренних под-
разделений. 

Третья крупная клада демонстрирует 
многоуровневую организацию: 

А. Подразделение Chitinibacteraceae и 
смежных таксонов. 

На начальных ветвях данного разделе-
ния объединены представители 

Chitinibacteraceae_Iodobacter, за которы-
ми следует дальнейшая диверсификация: 
выделяются таксоны, принадлежащие к 
Oxalobacteraceae (в частности, 
Undibacterium и Massilia) и таксоны, 
представляющие 
Rhodocyclaceae_Dechloromonas в сочета-
нии с представителями Comamonadaceae 
(Rhodoferax и Aquabacterium). Эти узлы 
поддерживаются достаточно высокими 
значениями, что говорит о древнем рас-
хождении и функциональной специализа-
ции групп. 

В. Подразделение, содержащее ОТЕ и 
таксоны, связанные с Vibrionaceae и 
Moraxellaceae. 

В данном сегменте выделяется ОТЕ 
(обозначенный как OTU_V4V5_2), объ-
единенный с таксонами 
Vibrionaceae_Vibrio и 
Moraxellaceae_Moraxella. Эволюционные 
расстояния и средняя поддержка узлов в 
этой ветви указывают на возможную 
адаптацию организмов к специализиро-
ванным экологическим нишам, предполо-
жительно, связанным с водной средой. 

Рисунок 2 – Филогенетический анализ региона V4-V5 методом максимального  
правдоподобия 
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С. Подразделение Clade III и таксоны, 
ассоциированные с кожной и кишечной 
микробиотой. 

Еще одно важное подразделение объ-
единяет таксоны, обозначенные как 
Clade_III_Clade_III, где дополнительно 
выделяются ОТЕ (например, 
OTU_V4V5_4) и таксоны из семейства 
Morganellaceae (Buchnera). Непосред-
ственно с данной группой интегрировано 
объединение, состоящее из представителя 
Propionibacteriaceae_Cutibacterium, далее 
- таксоны Veillonellaceae_Veillonella и, 
наконец, группа, где таксоны 
Staphylococcaceae_Staphylococcus тесно 
связаны с представителями 
Gemellaceae_Gemella. Этот кластер под-
черкивает особенности таксонов, ассоци-
ированных с микробиотой кожных покро-
вов и слизистых оболочек [12], а также их 
возможное участие в патогенных или 
комменсальных взаимодействиях. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Полученные филогенетические дере-

вья демонстрируют высокую степень так-
сономической дифференциации, отражая 
как недавние эволюционные расхождения 
(обусловленные короткими ветвями и 
высокой поддержкой узлов), так и древ-
ние дивергенции, подтвержденные значи-
тельной длиной ветвей в некоторых кла-
дах. Такая кластеризация свидетельствует 
о множественных радиациях внутри бак-
териальных таксонов, обусловленных 
адаптацией к различным экологическим 
нишам, что может указывать на слож-
ность и взаимосвязанность микробных 
сообществ в анализируемых выборках. 

Таким образом, филогенетический 
анализ позволил не только реконструиро-
вать эволюционные взаимоотношения 
между изучаемыми таксонами, но и вы-
явить потенциально новые эволюционные 
линии, требующие дальнейшей геномной 
и функциональной характеристики. 

Представители семейства 
Enterobacteriaceae обнаруженные при 
анализе региона V3-V4 согласуется с дан-
ными исследования метагеномов плото-
ядных рыб [9]. Что в свою очередь может 
косвенно свидетельствовать, о высоком 

содержании продуктов животного проис-
хождения в используемых комбикормах 
для производителей. 

Стоит заметить, что ни в одной кладе 
не было обнаружено представителей 
Clostridium и Aeromonadaceae. Данные 
микроорганизмы ассоциированы с рас-
щеплением целлюлозы в кишечнике рыб 
[9]. Эта молекула присутствует, как рас-
тительный компонент, практически во 
всех комбикормах для рыб. В связи с 
этим, можно предположить, что корма 
усваиваются в недостаточной степени, 
что в свою очередь снижает прирост мас-
сы и повышает финансовые затраты на 
корма.  

Высокое филогенетическое разнооб-
разие обнаруженных таксонов, в том чис-
ле присутствие ОТЕ, обозначенных как 
Candidatus или относящихся к малоизу-
ченным линиям, указывает на недоста-
точную представленность микробиоты 
пресноводных рыб в существующих ба-
зах данных. Это также подчеркивает по-
тенциал дальнейшего метагеномного и 
метатранскриптомного анализа. 

В кластере Gammaproteobacteria 
наблюдается разветвленная структура, 
включающая несколько ОТЕ, что отража-
ет высокий уровень экогеографического 
разнообразия и множественность функци-
ональных адаптаций, характерных для 
микроорганизмов, обитающих в водных и 
прилегающих экосистемах. 

Полученные данные о филогенетиче-
ском разнообразии и кластеризации так-
сонов имеют важное практическое значе-
ние для аквакультуры и сохранения био-
разнообразия. Понимание эволюционных 
закономерностей формирования кишеч-
ной микробиоты позволяет прогнозиро-
вать реакцию рыб на изменения среды 
обитания и разрабатывать эффективные 
стратегии поддержания их здоровья. 
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ABSTRACT 
The intestinal microbiota of vertebrates 

is a complex biological system that plays a 
key role in metabolism and the formation of 
immune defense. Microbial communities 
decompose complex organic compounds, 
synthesize vitamins and ensure the stability 
of the internal environment of the body, 
closely interacting with its physiological 
processes. Thus, the intestinal microbiota 
directly affects the health of the host organ-
ism. The study of evolutionary relationships 
in the intestinal microbiota of broad white-
fish (Coregonus nasus) by amplicon se-
quencing of the 16S rRNA gene contributes 
to an understanding of their trophic and 
competitive interactions in the host organ-
ism. The following methods were used in the 
study: NGS sequencing of the 16S rRNA 
gene in the V3-V4 and V4-V5 regions on the 
Illumina MiSeq platform in PE mode, as 
well as processing the obtained data using 
Trimmomatic v0.39, VSEARCH v2.21.1, 
MAFFT v7.505, FastTree v2.1.11 software. 
All analyses were performed on Python 
3.10.6 using scipy, statsmodels, and biopy-
thon packages. The resulting phylogenetic 
trees demonstrate a high level of taxonomic 
differentiation, reflecting both recent evolu-
tionary divergences (characterized by short 
branches and high node support) and ancient 
divergences supported by significant branch 
lengths in certain clades. Such organization 
indicates multiple radiations within bacterial 
taxa due to adaptation to different ecological 
niches, which indicates the complexity and 
interconnectedness of microbial communi-
ties in the studied samples. The high phylo-

genetic diversity of the detected taxa, includ-
ing the presence of OTUs classified as Can-
didatus or belonging to poorly studied 
groups, highlights the insufficient study of 
the freshwater fish microbiota in existing 
databases. 
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