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Каляноидные копеподы рода Pseudocalanus играют важную роль в планктонных 
сообществах арктических и субарктических морей, часто доминируя в них по 
численности и составляя существенную долю биомассы зоопланктона. Несмотря на 
массовость и значимость Pseudocalanus в шельфовых планктонных сообществах, 
изучение биологии видов этой группы существенно затруднено крайне малыми 
морфологическими различиями между ними, особенно на ювенильных стадиях, 
на которых они фактически неразличимы. В данной работе мы описываем новый, 
рутинный и недорогостоящий молекулярно-генетический метод определения 
комплекса видов Pseudocalanus spp., обитающих в Атлантическом секторе Арктики: 
арктических P. acuspes, P. minutus и бореальных P. moultoni и P. elongatus и применяем 
его для предварительного описания распределения этих видов в четырех регионах 
Арктики и Субарктики. C помощью разработанного метода видо-специфичной 
полимеразной цепной реакции потенциально возможно массовое определение 
рачков на любой стадии развития, включая науплиев. Данный метод может служить 
прекрасным инструментом для изучения видо-специфичной биологии данной группы, 
описания их жизненных циклов, а также мониторинга изменений в арктических 
морских экосистемах под влиянием меняющихся климатических условий.
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реакция, Арктика

Введение

Каляноидные копеподы рода Pseudocalanus являются одной из самых 
широко распространенных и многочисленных групп в зоопланктоне бореальных 
и арктических морей, где они нередко доминируют по численности среди 
зоопланктона и могут составлять существенную долю общей биомассы 
(Кособокова, Перцова, 2012). Они также являются значимыми кормовыми 
объектами молоди сельди, мойвы и сайки (Dolgov et al., 2016), а потому играют 
важнейшую роль в морских пищевых цепях.
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Всего род Pseudocalanus (Frost, 1989) представлен 7 видами, и, как правило, в 
одном и том же регионе одновременно встречаются несколько представителей рода. 
Несмотря на их массовость и значимость в шельфовых планктонных сообществах, 
изучение биологии видов этой группы существенно затруднено крайне малыми 
морфологическими различиями между ними, особенно на ювенильных стадиях, 
на которых они фактически неотличимы (Frost, 1989). Авторы большинства 
планктонных работ объединяют всех представителей рода в сборную группу 
Pseudocalanus spp., либо определяют до вида лишь взрослых самок. В последние 
годы, с развитием технологий молекулярной генетики, появилась возможность 
определения видов морских беспозвоночных по генотипу (Grabbert et al., 2010; 
Aarbakke et al., 2014; Bucklin et al., 2015). На основе генетических данных во многих 
регионах недавно были обнаружены виды, не отмеченные там ранее. Например, 
помимо двух известных для Арктики видов Pseudocalanus acuspes и P. minutus 
во фьорде Шпицбергена был обнаружен бореальный вид P. moultoni, заносимый 
туда теплыми атлантическими течениями (Aarbakke et al., 2011). Молекулярно-ге-
нетический анализ до недавнего времени оставался трудоемким и дорогостоящим 
методом, не позволяющим массовую количественную обработку материала. Лишь 
в последние годы с помощью видо-специфичных генетических маркеров стало 
возможным относительно быстро и недорого определять до вида особей любой 
стадии развития (Ershova et al., 2017). 

По мере изменений климатических условий в арктических и субарктических 
морях, меняются и морские экосистемы (Wrona et al., 2016). Ожидается, что зна-
чимость заносимых бореальных видов в арктических водах вскоре может суще-
ственно возрасти (Ershova et al., 2015), в то время как арктические виды могут 
сократить свои ареалы и численность в условиях конкурентной борьбы с бореаль-
ными (Ershova et al., 2017). Видовой комплекс рода Pseudocalanus, состоящий из 
арктических видов и бореальных видов, может послужить прекрасной моделью 
для изучения возможного изменения состава сообществ в будущей «безледной» 
Арктике, но только при наличии данных о видо-специфичных характеристиках и 
экологических различиях между видами.

В данной работе мы описываем новый, рутинный и недорогостоящий 
молекулярно-генетический метод определения комплекса всех видов Pseudocalanus 
spp., отмеченных в Атлантическом секторе Арктики и Субарктики: арктических 
P. acuspes, P. minutus и бореальных P. moultoni и P. elongatus. C помощью видо-
специфичной полимеразной цепной реакции возможно массовое определение 
рачков любой стадии развития, включая науплиев. Данный метод может послужить 
прекрасным инструментом для изучения видо-специфичной биологии данной 
группы, для описания их жизненных циклов, а также мониторинга изменений в 
Арктических морских экосистемах под влиянием меняющихся климатических 
условий.
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Материалы и методы
Выделение ДНК

ДНК из рачков была получена с помощью упрощенного метода выделения 
HotShot (Montero-Pau et al., 2008). Этот метод требует минимальных затрат по 
времени (30 мин.) и использует недорогостоящие реагенты, легко доступные в 
любой лаборатории. Протокол выделения: рачки были индивидуально отобраны из 
спиртовых проб, помещены в каплю с дистиллированной водой на 3–5 мин., затем 
перенесены стерильным пинцетом в лунки 96-луночной плашки, содержащие  
20 мкл Алкалинного лизисного раствора (25 мМ NaOH/ 0.2 мМ EDTA). Плашки 
инкубировали 30 минут при температуре 95°С в термоциклере, затем охлаждали до 
4°С и в каждую лунку добавляли 20 мкл нейтрализирующего буффера (40 мМ Tris-
HCl). Очищение выделенной ДНК не проводили. ДНК хранили при температуре 
4°С для краткосрочного использования и при –20°С для долгосрочного хранения.

Разработка праймеров и протокола всПЦР
Таблица 1. Список используемых праймеров

Вид Название Длина 
участка (н.п.) Последовательность

Общий (прямой) PseudoF-mod – 5’-TTCGAATASARYTRGGHMVRGY-3’
P. acuspes (обратный) acuspes280R 280 5’-AGAGGAGGGTATACAGTTCACC-3’
P. minutus (обратный) minutus480R 480 5’-CGCAAACARAGGTATTTGGTCT-3’

P. elongatus (обратный) elongatus345R 345 5’-AGCAAAGTCTACRGACCCTC-3’
P. moultoni (прямой) moultoni307F – 5’-GCATGCAGGAGGTTCTGTTG-3’

P. moultoni (обратный) moultoni520R 213 5’-ACAATATTGTAATTGCMCCAGC-3’

Комплекс видо-специфичных дегенеративных праймеров был разработан 
для четырех видов P. acuspes, P. minutus, P. moultoni и P. elongatus на основе 
консенсуса из 30–50 сиквенсов каждого вида, имеющихся в базе BOLD (Barcode 
of Life, http://www.boldsystems.org) и самостоятельно полученных по методу 
Сангера сиквенсов, на основе праймеров jgLCO1490/jgHCO2198 (Geller et al., 
2013). Праймеры подбирали для каждого вида на участках консенсуса общих 
внутри вида, но различающихся между ними минимум на 2 нуклеотидные пары, 
таким образом, что продукт амплификации отличался для каждого вида от других 
на 50–150 нуклеотидных пар. Праймеры выбирали с температурой плавления, 
варьирующейся в пределах не более, чем на 3–4 градуса, комплекс праймеров 
проверяли на температурную совместимость и формирование димеров с помощью 
онлайн приложения Multiple Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Для каждого 
вида было подобрано 2–3 варианта комбинаций праймеров, отвечающих вышепере-
численным условиям. Различные комбинации разработанных праймеров для всех 
четырех видов тестировали с помощью выделенной ДНК от 5–10 особей каждого 
вида, секвенированных по Сангеру. Температурный оптимум подбирали сразу 
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для смеси праймеров в мультиплексной реакции. В итоге был выбран комплекс 6 
праймеров, которые наиболее успешно работали в одной реакции (табл. 2). Среди 
них два прямых праймера (PseudoF, общий для трех видов: P. acuspes, P. minutus, и 
P. elongatus и moultoni307F, специфичный для P. moultoni), и 4 обратных (для каж-
дого вида). Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили с помощью готовой 
полимерзной смеси ToughMix (QuantaBio), содержащей оптимальные концентрации 
MgCl2 и DNTP. Данная смесь прекрасно подходит для амплификации не очищенной 
ДНК, где возможно наличие солей, белков и других веществ, препятствующих 
ПЦР. Для экономии реагентов ПЦР реакция ставилась на минимальный объем  
(10 мкл) и состояла из 5 мкл полимеразной cмеси, 0.5 мкл каждого праймера (10 мМ),  
0.7 мкл дистиллированной воды, 0.2 мкл красителя (для дальнейшего электрофореза) 
и 1.5 мкл ДНК. Опытным путем был установлен следующий протокол: 5 мин  
95°С; 35 циклов 40 сек 94°С, 40 сек 62°С, 50 сек 72°С, 7 мин 72°С. Полученный 
продукт амплификации наносили на 2% агарозный гель и определение проводили 
визуально по размеру фрагмента (рис. 1). Праймеры для P. moultoni иногда давали 
две полоски вместо одной (рис. 1), но, тем не менее, были хорошо отличимы от 
всех других видов. Для 16 особей, определенных с помощью данного метода, также 
были получены сиквенсы фрагмента COI в 313 н.п. с помощью платформы Illumina 
по методике, описанной в (Ershova et al., 2019), которые были определены до вида 
с помощью базы данных BOLD (http://www.boldsystems.org).

С помощью описанного протокола было проведено определение 132 особей 
(копеподитные стадии СV-CVI) Pseudocalanus spp. с четырех станций в различных 
регионах Арктики и Субарктики, где ранее было отмечено не более 2-х видов 
Pseudocalanus (табл. 2). В каждой партии присутствовал отрицательный и четыре 
положительных контроля (один для каждого вида). Для двух образцов мы получили 
смешанный продукт ПЦР двух длин. В данном случае, поскольку полученные 
полосы на агарозном геле значительно различались по яркости, определение вида 
проводили по наиболее яркой полосе.

Рис. 1. Пример результатов электрофореза ДНК продуктов, полученных с помощью видо-
специфичной ПЦР.
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Таблица 2. Список материала, использованного для тестирования протокола видо-
специфичного ПЦР и результаты анализа. Жирным шрифтом выделены виды, отмеченные 

в данном регионе впервые

Место сбора Дата 
сбора

Ранее 
отмеченные виды

Кол-во 
особей

P. 
acus-
pes

P. 
minu-

tus

P. moul-
toni

P. elon-
gatus

Не 
опреде-

лено

Белое море, 
Кандалакш- 
ский залив

08/2018

P. acuspes,  
P. minutus (Косо-
бокова и Перцо-

ва, 2012)

46 13 33 0 0 0

Северное, 
Баренцево море  07/2018

P. acuspes,  
P. minutus

(Falk-Peterson et 
al., 1999)

32 7 10 13 0 2

Биллефьорд, 
Шпицберген 08/2018

P. minutus,  
P. moultoni (1%)
(Aarbakke et al., 

2011)

32 12 2 16 0 2

Рамфьорд, 
Норвежское 

море
11/2018 P. acuspes (Barth-

el et al., 1995) 32 6 1 9 15 1

Результаты

Из 142 реакций достаточное количество продукта амплификации для 
определения видов было получено для 137 особей (96%), из которых 38 
были определены как P. acuspes, 46 как P. minutus, 38 как P. moultoni и 15 как  
P. elongatus. Две реакции на электрофорезе показали две видо-специфичные полоски 
одинаковой яркости, три были пустыми. Отсутствие продукта амплификации в 
данных реакциях может быть объяснено плохой сохранностью материала, ошибкой 
при выделении ДНК, мутациями на участке, комплементарном праймеру, или 
принадлежностью данных особей к другому виду или видам, чем те, которые 
учитывались нами. Видовая принадлежность 16 секвенированных особей также на 
100% совпала с результатами всПЦР. Количественное соотношение между видами 
на четырех исследуемых станциях было резко неравномерным (рис. 2), и почти 
на всех станциях, за исключением Белого моря, были зафиксированы виды, не 
отмеченные там ранее. В Биллефьорде были представлены P. moultoni и P. acuspes, 
причем первый доминировал по численности; P. minutus, как минимум на поздних 
стадиях развития, был представлен всего двумя особями. В северном Баренцевом 
море также доминировал P. moultoni, но P. acuspes и P. minutus также составляли 
существенную долю рачков. В Белом море среди взрослых особей и старших 
копеподитов доминировал P. minutus, в то время как P. acuspes встречался реже, а  
P. moultoni и P. elongatus полностью отсутствовали. Все четыре вида были отмечены 
в Рамфьорде (северное Норвежское море), но доминировал там бореальный  
P. elongatus, а P. minutus был наиболее редким. 
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Обсуждение

Несмотря на морфологическое сходство, виды-двойники часто значительно 
различаются по предпочитаемой среде обитания, жизненным циклам, 
продуктивности и значению для высших и низших трофических уровней. На сей день 
существует лишь небольшое число исследований, посвященных видоспецифичной 
биологии Pseudocalanus, но, тем не менее, все они подтверждают биогеографи-
ческие и экологические различия между видами (Eршова и др., 2016; Aarbakke 
et al., 2017; Cleary et al., 2015; Renz et al., 2008; Ershova et al., 2017). Например, 
в Северном море, где совместно обитают P. elongatus и P. acuspes, первый имеет 
3–4 генерации в год, в то время как второй – всего лишь одну, таким образом, 
внося очень неравномерный вклад во вторичную продукцию, несмотря на сопо-
ставимую численность обоих видов (Renz et al., 2008). В Тихоокеанском секторе 
Арктики распределение четырех сосуществующих видов Pseudocalanus оказалось 
тесно связанным с распределением водных масс в регионе, и изучение структуры 
популяций этих видов показало, что, скорее всего, эти бореальные виды не могут 
завершить жизненный цикл в нынешних условиях в Арктике (Ershova et al., 2017). 

Предварительные данные, полученные нами, также показывают 
неоднородность в распределении видов этого рода в разных регионах 
Атлантического сектора Арктики, скорее всего, также связанную с гидроло-

Рис. 2. Соотношение четырех видов Pseudocalanus spp. среди взрослых особей и старших 
копеподитов в четырех регионах Атлантического сектора Арктики на основе определения 

с помощью всПЦР. 
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гическими условиями. Значительным результатом нашего исследования стало 
выявление присутствия бореального P. moultoni в высокой Арктике – в северной 
части Баренцева моря и во фьордах Шпицбергена, где как минимум на старших 
стадиях развития этот вид доминировал по численности. Несмотря на то, что 
P. moultoni был отмечен в Биллефьорде и ранее (Aarbakke et al., 2011), тогда он 
составил всего 1% от исследованных Pseudocalanus, в то время как в нашей работе 
этот вид доминировал в данном регионе. Наблюдаемое ускоренное таяние льдов 
в Арктике и усиление теплых Атлантических течений в Северном Ледовитом 
океане может позволить этому и другим бореальным видам расширить свой ареал 
на север. Предлагаемый нами метод поможет определить степень проникновения 
данного вида в Арктику, а также определить, является ли он там стерильным 
экспатриантом, как Calanus finmarchicus, или же он способен размножаться в 
арктических водах и может составить конкуренцию обитающим там P. acuspes 
и P. minutus. Ответы на эти вопросы невозможно получить, используя только 
традиционный морфологический анализ.

За последние годы было разработано несколько видо-специфичных ПЦР-про-
токолов, позволяющих определять до вида разные комбинации видов Pseudocalanus 
spp. В основном, это комплексы из двух видов (Bucklin et al., 2015; Aarbakke et al., 
2011), но для Тихоокеанского сектора Арктики также описан протокол, позволяю-
щий определять все 4 вида, встречающиеся в этом регионе (Ershova et al., 2017). 
Преимуществом описанного в данной работе протокола над разработанными ранее 
является возможность определения всех четырех видов, совместно обитающих 
в Арктических морях Атлантического сектора. Также в отличие от методов, 
описанных ранее, где в пробирку с ПЦР реакцией помещался весь рачок, нами 
предлагается выделение ДНК по упрощенному протоколу. Таким образом, это не 
«деструктивный» метод, и ДНК этих особей может в дальнейшем быть использовано 
для анализа других генов или оставлено для долгосрочного хранения. Протокол, 
описанный нами, является недорогостоящим (<1 у.е. на реакцию) и подходит для 
массовой обработки материала. Недостатком нашего и описанных ранее подобных 
методов является то, что видовой состав определен «априори» по добавляемым 
видо-специфичным праймерам, и протокол не зафиксирует наличие других ви-
дов Pseudocalanus, которые теоретически тоже могут наблюдаться в этих или 
близлежащих регионах. Оптимальным решением была бы разработка протокола, 
который может определить любую комбинацию из 7 видов данного рода, но такая 
разработка является непростой задачей, так как длина гена COI всего ~600 нукле-
отидных пар, и подобрать достаточное количество видо-специфичных участков и 
разработать праймеры, работающие в одной ПЦР реакции, очень сложно. 

Автор надеется, что описанный в данной работе метод станет важным 
инструментом для более точного описания планктонных сообществ Арктики и 
мониторинга экосистем в связи с меняющимися климатическими условиями, а 
также для изучения видо-специфичной биологии, экологии и жизненных стратегий 
этой важнейшей группы планктонных копепод. 
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Сalanoid copepods of the genus Pseudocalanus play an important role in the plankton 
communities of the Arctic and boreal seas, often dominating in numbers and constituting 
a significant proportion of the biomass of zooplankton. Despite their high presence and 
significance in the shelf plankton communities, species-specific studies of the biology of 
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these are significantly hampered by extremely small morphological differences between them, 
especially at the juvenile stages, at which they are virtually indistinguishable. In this paper, 
we describe a new, routine and low-cost molecular method for identifying all Pseudocalanus 
species found in the Atlantic sector of the Arctic: the Arctic P. acuspes, P. minutus and the 
boreal P. moultoni and P. elongatus, and apply it to describe the relative distribution of these 
species in four locations of the Arctic and sub-Arctic. With this method, species-specific 
polymerase chain reaction (ssPCR), mass identification of individuals of any developmental 
stage, including nauplii, is possible. This method can serve as an excellent tool for studying 
the species-specific biology of this group, describing their life cycles, as well as monitoring 
changes in Arctic marine ecosystems under the influence of changing climate.

Keywords: zooplankton, pelagic ecosystems, Copepoda, species complex, 
molecular identification, ssPCR, Arctic ecosystems
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