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Проведен молекулярно-филогенетический анализ представителей группы Diacyclops/Acanthocyclops,
обитающих в Байкале. В качестве эволюционного маркера использовали фрагмент гена первой
субъединицы цитохромоксидазы митохондриальной ДНК (COI). В ходе исследования показана
эффективность использования фрагментa гена СOI (ок. 1000 пн) для сравнения байкальских цикло-
пов в рамках одного рода. Молекулярные данные отразили трудности таксономического определе-
ния эндемичных байкальских циклопов родов Diacyclops и Acanthocyclops. Выявлены две филогене-
тические группы, по морфологическим признакам сходные с тремя эндемичными байкальскими ви-
дами – D. versutus, D. improcerus и D. galbinus. Молекулярные данные показали, что род Acanthocyclops
является полифилетическим. Эндемичные байкальские представители рода Acanthocyclops форми-
руют отдельный кластер.
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Циклопы в озере Байкал представляют собой
многочисленную по видовому составу и высоко-
эндемичную группу организмов. По последним
данным в Байкале насчитывают 46 видов и под-
видов циклопов, относящихся к 11 родам [1], из
них 64% являются эндемиками. Одну треть этого
списка занимают представители рода Diacyclops
Kiefer, 1927, которые все являются эндемиками,
за исключением видов D. bisetosus (Rehbeerg, 1880)
и D. bicuspidatus (Claus), 1857. Последним из опи-
санных видов этого рода в Байкале является
D. zhimulevi Sheveleva, Timoshkin, 2010. Этот вид
наряду с D. eulitoralis Alekseev, Arov, 1986 относится к
самым мелким из описанных циклопов в озере.
Размеры половозрелой самки составляют в среднем
0.32 мм без фуркальных щетинок. Н.Г. Шевелева с
соавторами отмечают, что в литорали Южного
Байкала обитает целая группа неописанных мел-
ких псаммофильных циклопов с длиной тела не
более 0.5 мм и D. zhimulevi является только пер-
вым описанным членом этой группы [2].

Г.Ф. Мазепова, описывая 16 новых видов и
подвидов байкальских циклопов, отнесла их к ро-
ду Acanthocyclops Kiefer, 1927, указывая на наличие
признаков переходного характера между двумя
родами (Acanthocyclops/Diacyclops) [3]. В совре-
менной систематике [4] родовое название для
большинства этих видов указано как Diacyclops.

Морфологическое сходство Diacyclops/Acanthocy-
clops, их нечеткое обособление и недостаточное
стандартное описание большинства видов приво-
дит к тому, что таксоны из одного рода перено-
сятся в другой [5]. Сложность комплекса Acan-
thocyclops/Diacyclops обусловлена также их отно-
сительно древним возрастом и богатым видовым
составом. Род Diacyclops включает более чем
100 видов и является самым многочисленным и
разнообразным родом среди всех циклопообраз-
ных [6, 7]. Ряд ученых предполагают, что оба
рода являются пара- или полифилитичными
родами [7, 8].

Как отмечает Н.Г. Шевелева, большинство ра-
бот по байкальским циклопам посвящены описа-
нию новых видов и лишь немногие посвящены их
экологии [1]. В последнее время появились работы
по изучению байкальских циклопов с помощью
молекулярных методов. Часть из них посвящена
оценке размеров геномов и проблеме диминуции
хроматина у Cyclopoida, другая часть – филогене-
тическим исследованиям [9–11]. Но в то же время
самая многочисленная группа циклопов Acanthocy-
clops/Diacyclops в Байкале остается малоизученной.

Данная работа является продолжением моле-
кулярно-филогенетического анализа циклопов
из озера Байкал, первые результаты которого
опубликованы ранее [11]. Мы увеличили размер

УДК 575.86:595.341.4

ГЕНЕТИКА
ЖИВОТНЫХ



234

ГЕНЕТИКА  том 53  № 2  2017

МАЙОР и др.

анализируемого фрагмента митохондриального
гена первой субъединицы цитохромоксидазы
(COI) и расширили количество исследуемых видов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пробы отбирали в озере Байкал с глубин до

40 м в 2009–2011 гг. в районах поселков Большие
Коты (51°54′25′′ с.ш. 105°04′14′′ в.д.) и Листвянка
(51°51′11′′ с.ш. 104°52′55′′ в.д.). Часть проб была
собрана аквалангистами, в остальных случаях
орудием лова служили сеть Джеди и сачок Апш-
тейна. Пробы с живыми рачками разбирали в лабо-
раторных условиях, самок циклопов с яйцевыми
мешками фиксировали в 96%-ном этаноле. Сум-
марную ДНК для молекулярного анализа выделяли
из яйцевых мешков, что позволило сохранить самих
особей в коллекции. При таксономическом опреде-
лении циклопов использовали ключ для определе-
ния по Мазеповой [3], ключ для определения
циклопов из группы Acanthocyclops robustus-verna-
lis-americanus, предложенный в статье Миракле с
соавт. [12], и мировой каталог по веслоногим ра-
кообразным (Crustacea: Copepoda) внутренних
вод [4].

Выделение суммарной ДНК проводили со-
гласно протоколу, описанному ранее [11].

Для амплификации фрагмента митохондриаль-
ного гена СОI использовали праймеры LCO-1490,
HCO-2198 [13]; L1384, H2612 [14] и LCO-142,
HCO-1156. Праймеры LCO-142 (5'-CCGG-
GATCTCTAATAGGGGACGACC-3') и HCO-1156
(5'-AGCGAACACCGCCCCTATTCT-3') впервые
сконструированы на основе анализа нуклеотид-
ных последовательностей, полученных с помо-
щью праймеров L1384, H2612.

ПЦР проводили с использованием наборов
для ПЦР ООО “НТИ-Байкал”. Реакция проходи-
ла в присутствии 5 мкМ каждого праймера,
1.5 мМ МgСl2, 0.2 мМ каждого дНТФ и 0.5 ед.
Taq-ДНК-полимеразы, 1 мкл экстракта ДНК.
Программа амплификации состояла из следую-
щих стадий: 94°С 4 мин, 94°С – 30 с, 46–50°С или
58°С (для праймеров LCO-142, HCO-1156) 30 с,
72°С – 70 с, 30–40 циклов, 72°С – 10 мин. Темпе-
ратура плавления праймеров указана в диапазоне
46–50°С, так как для разных видов это значение
подбирали экспериментально. Разделение и вы-
деление ампликонов для секвенирования из ага-
розного геля проводили так же, как и в предыду-
щей работе [11].

Секвенирование фрагментов проводили в ка-
пиллярном секвенаторе ABI 3130XL Genetic
Analyser, Applied Biosystems в Центре коллектив-
ного пользования “Геномика” СО РАН. Нуклео-
тидные последовательности выравнивали, исполь-
зуя программу CLC Sequence Viewer (версия 7.5)
[15]. Полимофизм ДНК оценивали в программе

DnaSP 5.10.01 [16]. Генетические расстояния рас-
считывали модифицированным методом Нея и
Годжобори (Nei–Gojobori) с учетом несинони-
мичных замен. Филогенетические схемы строили
с помощью программ MEGA 6 и MrBayes 3.1.2 [17,
18]. В анализе использовали только 1-ю и 2-ю-по-
зиции кодона, несинонимичные замены кодонов
и аминокислотные последовательности. Филогене-
тические схемы были построены методами объеди-
нения ближайших соседей (NJ), максимальной пар-
симонии и максимального правдоподобия (ML).
Оценку достоверности узлов проводили бутстреп-
анализом с 1000 повторов и с использованием апо-
стериорного критерия (программа MrBayes). В
набор анализируемых данных включены также
последовательности из банка данных GenBank
некоторых представителей Cyclopoida (рис. 1, 2).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полученные нами нуклеотидные последователь-

ности ДНК были помещены в банк данных GenBank
(KT075049–KT075074; KT075076–KT075079). В хо-
де исследования получены 13 нуклеотидных по-
следовательностей ДНК (584–1168 пн) для трех
видов и одного подвида рода Acanthocyclops и 18 нук-
леотидных последовательностей ДНК (718–1067 пн)
для рода Diacyclops. Из них 10 нуклеотидных по-
следовательностей ДНК принадлежат особям пя-
ти видов, а восемь других – особям, таксономиче-
ски не идентифицированных до вида (таблица;
рис. 1, 2). Установлена принадлежность этих осо-
бей к группе из трех видов D. versutus Maz., 1962,
D. improcerus Maz., 1950 и D. galbinus Maz., 1962 и
условно обозначенной – VIG. Все анализируе-
мые виды являются эндемиками озера Байкал, за
исключением одного вида A. americanus. Для каж-
дого вида определены нуклеотидные последова-
тельности для 2–6 особей. При выравнивании
последовательностей общий фрагмент, исключа-
ющий недостающие данные, для представителей
рода Acanthocyclops составил 579 оснований, для
представителей рода Diacyclops – 886 оснований.
Анализ этого фрагмента показал наличие 168 ва-
риабельных позиций, из которых 163 являются
филогенетически информативными для предста-
вителей рода Acanthocyclops, и 270 вариабельных
позиций, из которых 265 являются филогенети-
чески информативными для представителей рода
Diacyclops. Внутри видов дивергенция последова-
тельностей варьировала в пределах 0.000–0.006;
между видами внутри одного рода 0.007–0.053,
самое высокое значение соответствует диверген-
ции последовательностей A. americanus с осталь-
ными представителями рода Acanthocyclops; меж-
ду родами – 0.039.

Отсутствие различий между последовательно-
стями ДНК некоторых особей, относящихся к
разным видам, повлекло их повторное более по-
дробное таксономическое определение. В резуль-
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тате 8 из 9 особей не было возможным достоверно
определить до вида, они были в дальнейшем обо-
значены как Diacyclops sp. и составили группы
VIG1 и VIG2 (таблица). Нуклеотидная последова-
тельность под номером KT075066 вошла в группу

VIG2, но из-за отсутствия особи повторное так-
сономическое определение ее не проводилось.

Топологии древ, полученные на основе нуклео-
тидных последовательностей с помощью методов
NJ, MP, ML, были идентичны для всех статистиче-

Рис. 1. Филогенетическое древо (NJ), построенное на основе аминокислотных последовательностей COI. Числа в уз-
лах – значение бутстреп-поддержки узлов ветвления. Числа перед видовым названием – номер в GenBank. Жирным
шрифтом выделены нуклеотидные последовательности, позаимствованные из банка данных GenBank.
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Рис. 2. Филогенетическое древо (NJ), построенное на основе 1-й, 2-й позиций кодона нуклеотидных последователь-
ностей COI для представителей рода Diacyclops. Числа в узлах – значение бутстреп-поддержки узлов ветвления. Числа
перед видовым названием – номер в GenBank. Жирным шрифтом выделены нуклеотидные последовательности,
позаимствованные из GenBank.
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* VIG – группа особей, морфологически близких к трем видам: D. versutus, D. improcerus, D. galbinus.

Номер нуклеотидной последовательности 
в банке данных GenBank

Таксономическое определение циклопов
до молекулярного анализа после молекулярного анализа

KT075078 D. jasnitskii Maz., 1950 D. incolotaenia Maz., 1950
KT075067 D. versutus Diacyclops sp. (VIG 1)*
KT075068 D. galbinus Diacyclops sp. (VIG 1)
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KT075062 D. galbinus Diacyclops sp. (VIG 2)
KT075064 D. improcerus Diacyclops sp. (VIG 2)
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KT075065 D. improcerus Diacyclops sp. (VIG 2)

ски достоверных узлов. На рис. 1 приведено фило-
генетическое древо для всех полученных нуклео-
тидных последовательностей двух родов Diacy-
clops и Acanthocyclops. Эндемичные байкальские
представители рода Acanthocyclops формируют от-
дельный кластер. Представители рода Diacyclops и

три близких вида рода Acanthocyclops образуют мо-
нофилетичную группу. При построении филоге-
нетических древ отдельно для каждого рода
устойчивость основных ветвей, рассчитанная для
NJ/MP-анализов методом бутстрепа, была выше
(рис. 2, 3).
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Нуклеотидные последовательности особей,
относящихся к группе VIG, образуют два класте-
ра. Виды Acanthocyclops rupestris signifer Maz., 1950
и A. profundus Maz., 1950 достоверно сестринские
в данной выборке, а два подвида последнего вида
не монофилетичны (рис. 3). Нуклеотидные по-
следовательности двух представителей A. ameri-
canus с высокой степенью бутстреп-поддержки
(93%) объединились с таковой A. robustus (Sars,
1892), взятой из GenBank (KC016187). Генетическая
дивергенция, посчитанная с помощью двухпара-
метрической модели Кимуры (K2P), составила 16%
между полученной нами последовательностью
A. americanus и взятой из банка данных GenBank
A. americanus (KC617432), и 0% при том же сравне-
нии с позаимствованной последовательностью
A. robustus (KC016187).

ОБСУЖДЕНИЕ

Увеличение длины анализируемого фрагмента
COI в среднем до 900 пн показало его эффектив-
ность для разрешения филогенетических отно-
шений между последовательностями представи-
телей байкальских видов в рамках одного рода.
С другой стороны, снижение бутстреп-поддер-
жек в общем филогенетическом дереве при срав-

нении представителей двух родов Acanthocy-
clops/Diacyclops ограничивает использование COI
(рис. 1). Исследования митохондриальных гено-
мов веслоногих ракообразных, в частности сво-
бодноживущего циклопа Paracyclopina nana Smir-
nov, 1935, показали, что ген COI и митохондри-
альный ген цитохрома b (Cytb) являются одними
из самых консервативных участков [19]. Возмож-
но, параллельный анализ гена Cytb и полного гена
COI позволит с большей степенью достоверности
построить филогенетические схемы для эндемич-
ных байкальских циклопов.

Разделение представителей рода Acanthocyclops
и объединение последовательностей части видов
этого рода с последовательностями рода Diacyclops
на филогенетическом древе (рис. 1) свидетельствует
о полифилетичности рода Acanthocyclops. Как отме-
чалось выше, на основе морфологических данных
уже было сделано предположение о пара- или по-
лифилитичности обоих родов [7, 8]. Комплекс
близких видов A. vernalis, A. robustus, A. americanus
необходимо исследовать далее с привлечением
морфологических и молекулярных методов.

Появление филогенетических групп с неясным
видовым статусом (VIG1, VIG2) отчасти вызвано не-
достаточно полным описанием байкальских цикло-
пов. Кроме того, как отмечает Г.Ф. Мазепова, виды

Рис. 3. Филогенетическое древо (NJ), построенное на основе 1, 2 позиций кодона нуклеотидных последовательно-
стей COI для представителей рода Acanthocyclops. Числа в узлах – значение бутстреп-поддержки узлов ветвления.
Числа перед видовым названием – номер в GenBank. Жирным шрифтом выделены нуклеотидные последователь-
ности, позаимствованные из GenBank.
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D. versutus, D. improcerus, D. galbinus характеризу-
ются значительной индивидуальной изменчиво-
стью и в то же время морфологическим сходством
между собой [3]. Разделение последовательностей
этих видов на два кластера может свидетельство-
вать о наличии криптических или псевдокрипти-
ческих видов, так как первоначально часть особей
из разных кластеров VIG1, VIG2 определяли как
один вид (таблица).

Тум и Харрисон [20] в своем исследовании
Skistodiaptomus отмечают, что у веслоногих рако-
образных видообразование часто приводит к по-
явлению новых форм – морфологически иден-
тичных или с небольшими морфологическими
отличиями. Этот феномен отражен и во многих
других исследованиях по биоразнообразию ко-
пепод [21, 22]. С другой стороны, некоторые
особи, вошедшие в один кластер VIG1 или VIG2,
настолько отличались друг от друга, что были от-
несены к разным видам: D. versutus/D. improcerus/
D. galbinus. Возможно, таксономические призна-
ки, применяемые для разделения этих видов, яв-
ляются слишком вариабельными на популяци-
онном уровне и, таким образом, малоинформа-
тивными. Выявленный случай также можно
объяснить наличием митохондриальной интро-
грессии в группе видов D. versutus/D. improcerus/
D. galbinus, описываемой и у других групп орга-
низмов [23–25].

Последовательности вида A. profundus на древе
достоверно разделились на две группы, однако
это разделение не соответствует двум подвидам –
A. profundus profundus и A. profundus tomilovi. Более
запутанная ситуация отражена на том же филоге-
нетическом дереве с последовательностями груп-
пы americanus-robustus-vernalis. Полученные нами
две нуклеотидные последовательности вида, ра-
нее определяемого как A. vernalis (Fischer, 1853),
на дереве объединяются с высокой степенью под-
держки (93%) с последовательностью ДНК A. ro-
bustus, полученной Майракл с соавт. [12]. Морфо-
логические признаки двух исследованных нами
особей (закругленный в верхней части гениталь-
ный сегмент) и биометрические измерения
(фуркальный индекс 5; латеральная щетинка по-
чти в 2 раза короче внешней апикальной щетин-
ки – 37.5 : 72.5 мкм соответственно); удлинен-
ный (длина 220 мкм, ширина 200 мкм) гениталь-
ный сегмент; внутренний апикальный шип
endP4 длиннее внешнего апикального (77.5 и
72.5 мкм соответственно) позволяют отнести
этот вид к A. americanus (Marsh, 1892). 

Генетическая дивергенция, посчитанная ме-
тодом K2P, составила 16% между полученными
нами последовательностями A. americanus и взя-
той из банка данных GenBank A. americanus
(KC617432), и 0% при том же сравнении с поза-
имствованной последовательностью A. robustus
(KC016187). Точно такие же значения генетиче-
ской дивергенции в работе Майракл с соавторами

посчитаны между последовательностями A. ameri-
canus и A. robustus. Соответственно, основываясь
на молекулярных данных, анализируемые особи в
нашей работе (KT075049, KT075061) можно было
бы отнести к A. robustus. Для разрешения неопре-
деленной ситуации с таксономическим определе-
нием байкальских циклопов группы americanus-
robustus-vernalis требуется дальнейшее изучение
этой группы.

На основе полученных данных можно сделать
следующие выводы.

1. Молекулярно-филогенетические данные,
полученные для вида A. profundus, не согласуются
с современной систематикой и его разделением
на два подвида – A. profundus tomilovi, A. profundus
profundus.

2. Выявлены две филогенетические группы, по
морфологическим признакам сходные с тремя
эндемичными байкальскими видами D. versutus,
D. improcerus и D. galbinus.

3. Молекулярные данные показали, что род
Acanthocyclops является полифилетическим.

Работа выполнена в рамках проектов: “Пара-
докс размера геномов: изучение роли избыточной
генетической информации” (интеграционный
СО РАН № 45); “Динамичность молекулярной
организации хроматина в специфических доме-
нах геномов эукариот” (интеграционный СО
РАН № 51); “Молекулярная экология и эволюция
живых систем Центральной Азии на примере
рыб, губок и асссоциированной с ними микро-
флоры” (VI.50.1.4 № 0345–2014–0002).
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Molecular Phylogenetic Analysis of Diacyclops and Acanthocyclops 
(Copepoda: Cyclopoida) from Lake Baikal
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Lake Baikal is inhabited by a relatively large number of cyclopid species, many of which are endemics. Two
genera, Diacyclops Kiefer, 1927 and Acanthocyclops Kiefer, 1927, are the most specious in the lake. Taxonomic
discrimination of the majority of representatives of these genera is difficult owing to their high morphological
similarities and poor standard description. In this study, a molecular phylogenetic analysis of Lake Baikal
members of the Diacyclops/Acanthocyclops group is performed on the basis of mitochondrial cytochrome c
oxidase subunit I (COI) gene. It is shown that a fragment of COI 1000 bp long is sufficient for intragenus dis-
crimination of the cyclopids of Lake Baikal. The issues of Diacyclops/Acanthocyclops taxonomy are reflected
in the obtained molecular data. Two distinct phylogenetic groups of Diacyclops genus with uncertain taxo-
nomic status are revealed. English translation of the paper published in Russian Journal of Genetics, 2017,
Vol. 53, No. 2, is available ONLINE by subscription from: http://www.springer.com/, http://link. springer.
com/journal/11177
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