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1. Введение
Океан является самой неизученной областью Земли. Он скрывает много тайн. Про одну из них мне хотелось бы вам рассказать.

Южный океан занимает южные области Атлантического, Индийского и Тихого океанов и окружает Антарктический континент. Самое мощное течение (Циркумполярное) разделяет Южный Океан на две части: северную и южную. АЦТ включает в себя несколько течений, разделенных океаническими фронтами. В настоящее время в Южном океане обычно выделяют три основных фронта: Субантарктический фронт (САФ), Антарктический полярный фронт (АПФ) и Южный фронт АЦТ. Фронты разграничивают водные массы с различными параметрами и происхождением. 

Стержень Антарктического циркумполярного течения совпадает с Полярным фронтом – наиболее значимым фронтом в Южном океане. Он отличается сильными изменениями характеристик воды, и изменениями в составе фито- и зоопланктона. АПФ отграничивает холодные и распресненные воды с юга от более теплых и соленых вод с севера.
Было выдвинуто предположение о том что, в южной и северной частях Южного океана должны проживать разные виды животных и растений. Тем не менее, существуют виды, обитающие по обе стороны от Полярного фронта. Например, в обеих частях есть один и тот же вид Щетинкочелюстных (Eukrohnia hamata). Этот вид населяет весь мировой океан, встречается как в Арктике, так и в Антарктике. Долгое время пытались определить различия в их внешнем виде, но выходило что это все-таки один и тот же вид. Достаточно сложно определить видовую принадлежность этих животных. Некоторые трудности для определения представляет то, что у них мало количественных признаков, по которым можно различить близкие виды, поэтому приходится опираться на такие признаки, как пропорции. Это достаточно сложно, так как в разных возрастах у них разные пропорции тела. Также это может зависеть от возрастной стадии особи (в разных возрастах у них разные пропорции частей тела).
Исходя из этих трудностей, мы решили рассмотреть этот вид щетинкочелюстных, образцы которого найдены по разные стороны Полярного фронта, как две изолированные популяции. Для двух изолированных популяций обязательны накопления различий в их геноме (в связи с мутацией: вставкой, делецией, инверсией, дупликацией, транслокацией и отсутствием перемешивания этих популяций), поэтому решено было узнать, насколько разошлись эти две популяции на генетическом уровне, действительно ли между ними, как предполагается,  не происходило перемешивание.
Цель данной работы - изучить генетическими методами барьерную роль океанических фронтов для популяций одного вида (на примере одного из видов планктонных хетогнат).

2. Литературный обзор
Описание хетогнат

Вся информация о строении, биологии и филогении щетинкочелюстных взята с сайта http://ru.wikipedia.org/wiki/Chaetognatha.

Щетинкочелюстные, или морские стрелки (Chaetognatha) — тип морских беспозвоночных животных. Научное название происходит от греч. χαίτη — волос, γνάθος — челюсть. Известно около 20 современных родов (в мире 120 видов, в России — 78).

Строение. Тело вытянутое, стреловидное, полупрозрачное (у бентосных и глубоководных видов может быть оранжевого или коричневого цвета), несегментированное; длиной от 3 мм до 12 см. Имеются боковые (1—2 пары) и хвостовой плавники. Целом (полость тела) делится внутренними поперечными перегородками на головной, туловищный и хвостовой отделы. На голове серповидные щетинки (отсюда название), служащие для захвата добычи; в состоянии покоя плотно прижаты к голове. Голова на треть длины покрыта головным капюшоном, кожной складкой, при плавании прикрывающей хватательные щетинки.
Кишечник прямой. Нервная система состоит из надглоточного мозга и брюшного ганглия, связанных продольными тяжами. Органы чувств: примитивные глаза, органы обоняния и осязания. Кровеносной и выделительной систем нет.

Образ жизни и питания. Щетинкочелюстные - свободноплавающие морские животные, встречающиеся главным образом в пелагиали. Встречаются также и бентосные формы. Передвигаются благодаря сокращению мускулатуры, попеременно изгибая тело вверх и вниз; боковые плавники при этом остаются неподвижны и служат для равновесия. Иногда бентосные щетинкочелюстные прикрепляются к посторонним предметам с помощью выделений кожных слизистых железок.

 В основном, входят в состав планктона, по численности в нём уступая только веслоногим рачкам. Щетинкочелюстные — хищники, играющие большую роль в морских экосистемах; питаются мелкими животными, составляющими микро- и мезозоопланктон: инфузориями, веслоногими рачками, иногда более крупной добычей — личинками рыб, другими щетинкочелюстными. Для захвата добычи служат щетинки по бокам головы; некоторые виды выделяют нейротоксины (тетродотоксин) для обездвиживания добычи. Обладают механорецепторами, позволяющими чувствовать перемещения воды, вызванные другими организмами. Входят в состав пищи многих рыб и иных морских организмов.

Размножение и развитие. Гермафродиты; яичники у них находятся в туловищном отделе, семенники — в хвостовом. Предположительно, некоторые виды способны к самооплодотворению. Оплодотворение внутреннее. Оплодотворённые яйца развиваются внутри тела самки, откладываются на подводной растительности либо просто вымётываются в воду.

Систематика и филогения.  На данный момент щетинкочелюстных выделяют в самостоятельную группу неясного родства, так как по данным эмбриологии, щетинкочелюстные обнаруживают черты вторичноротых животных, а по некоторым морфологическим признакам (вентральная нервная цепочка, хитиновые структуры) - первичноротых.

Ископаемые остатки щетинкочелюстных, в силу их маленьких размеров и мягкости тела, немногочисленны. Предположительно, щетинкочелюстные появились в кембрии. Окаменелые щетинки хетогнат описаны палеонтологами как конодонтные элементы. Сами конодонты, однако, на данный момент относятся палеонтологами к позвоночным; в настоящее время считают, что лишь наиболее примитивные кембрийские конодонтные элементы (протоконодонты), представляют собой окаменелые щетинки щетинкочелюстных, а не зубы конодонтов.
Описание района работ. Сбор материала проводился в районе прохождения Антарктического Циркумполярного течения. Циркумполярное течение пополняется водами  Южноокеанических течений и Прибрежного антарктического течения, с которыми находятся в теснейшем взаимодействии. Циркумполярное антарктическое течение является самым мощным в Мировом океане; ширина его составляет около 2000 км. Оно прослеживается сплошным потоком от 35-40º до 50-60º ю.ш. Скорость составляет около 25-30 см/сек (Степанов, 1974). 

Согласно оценкам В.Г. Корта (1962), мощность его почти везде изменяется сравнительно мало. Так, из Атлантического океана в Индийский переносится 215*106 м3/сек воды, из Индийского в Тихий – 201*106 м3/сек. Весьма мало уменьшается перенос и при переходе через пролив Дрейка – 183*106 м3/сек. 

По уменьшению количества воды, поступающей из Тихого океана в Атлантический, можно сделать заключение о том, что Перуанское течение питается водами Циркумполярного течения в значительно большей степени, чем два других холодных компенсационных потока (Бенгельское и Западно-Австралийское). Увеличение переноса воды Циркумполярного течения от пролива Дрейка до Восточной границы Атлантического океана, примерно на 32*106 м3/сек, показывает, что оно пополняется здесь особенно сильно. Формируясь главным образом из вод умеренной зоны, Циркумполярное течение оказывается холодным.
3. Материалы  и методы
Полевые исследования проводились сотрудниками Института Океанологии им. П.П. Ширшова РАН с борта НИС "Академик Иоффе" в Атлантическом секторе Южного океана в период с 2 декабря 2009 по 13 января 2010 г. Был сделан разрез от Кейптауна по 0 меридиану, расстояние между станциями составляло 20 миль. Пробы зоопланктона отбирали сетью Джеди 37/50 с площадью входного отверстия 0.1 м2 и размером ячеи сита фильтрующего конуса 500 мкм. Ловы выполняли со скоростью 0.9-1 м/с. Облавливали слой 0-300 метров. Отобранные пробы фиксировали 96 % этиловым спиртом. 
Лабораторная работа по выделению и обработке ДНК проводилась в Институте биологии развития им. Н.К.Кольцова. Из архива были выданы несколько проб под номерами 2232, 2240, 2269, 2281.
Для выделения ДНК использовались колонки фирмы «Promega», выделение производили согласно протоколу производителя. Для получения лизирующего буфера смешивали Nuclear Lysis Solution (“Promega”), ЭДТА, протеиназу К и РНКазу. Для нескольких образцов делали общий «мастер-микс», который затем раститровывали по 275 мкл в каждую пробирку, содержащую кусочек образца. Образцы предварительно вынули из спирта и обсушили на воздухе в течение 2-3 мин. Лизис производили в течение 14-16 ч при 55˚. Нелизировавшиеся компоненты (например, остатки хитина) удаляли центрифугированием в течение 5 мин при скорости 13 000 g. Супернатант наносили на колонки («Promega»), которые затем подвергали центрифугированию при скорости 13 000 g в течение 1 мин для удаления всех несвязавшихся с колонкой соединений. Затем на колонки наносили раствор для промывки (спиртовой солевой раствор (фирма «Promega»)) с последующим центрифугированием в течение 30 сек для удаления промывочного раствора. Эту процедуру повторяли 4 раза. После отмывки колонок с них элюировали ДНК, нанося на колонки специально очищенную, не содержащую ДНКаз воду, инкубируя колонки с водой в течение 2 мин с последующим центрифугированием. Полученный раствор содержал очищенную ДНК. Выделенные препараты ДНК  помещали в морозильник на - 20˚С.
В дальнейшем эта ДНК была использована в качестве матрицы для постановки Полимеразной Цепной Реакции (ПЦР) со стандартными (фолмеровскими) праймерами на фрагмент гена, кодирующий 1 субъединицу цитохромоксидазы (СО1) – маркер, чаще всего используемый для разделения между собой близких видов.

Полученные ПЦР-продукты были, после соответствующей очистки, использованы для определения последовательности нуклеотидов данных фрагментов. Затем, с использованием соответствующих компьютерных программ, было проведено сравнение этих фрагментов, полученных при проведении ПЦР с ДНК, выделенной из образцов животных, собранных по разные стороны фронта. И на основании наличия или отсутствия устойчивых генетических различий между популяциями или криптическими видами, разделенными антарктическим океаническим фронтом были сделаны выводы о степени изоляции этих популяций и о барьерной роли океанических фронтов на примере одного вида. Эта работа – часть большой работы коллектива, изучающего барьерную роль океанических фронтов. Для работы были выбраны две различные популяции одного вида, разделенные фронтом, тогда как вся работа состоит в изучении очень большого количества таких популяций и видов.
Для работы с  ДНК записали ее последовательность в файлы. Проводили чистку этих файлов, так как сиквенс – сложный процесс и не всегда дает абсолютное совпадение на обеих цепочках. 
Алгоритм работы с программой:

1. обработали и почистили файлы в программе Seq Man;
- переносили выбранные файлы в окно программы;
- по очереди открывали пары цепочек ДНК, сравнивали их друг с другом; 
- сохраняли конечные файлы.

2. построили филогенетическое дерево;
- в программе meg align обработали файлы фильтром V Method-2;
- построили само филогенетическое дерево (рис. 4 и 5);
- просчитали процентное расхождение с помощью линейки.
4. Результаты
    4.1. Строение хетогнат. Сравнение их внешнего вида 
Рис. 1. Строение Eukrohnia hamata, антарктический образец
Рис. 2. Строение Eukrohnia hamata, арктический образец
4.2. Описание проб
 Так как полученные цепочки ДНК данных образцов оказались довольно сильно разорванными, не было возможности сравнить их. Поэтому просчитаны были образцы, обработанные не мной, а любезно предоставленные сотрудниками Института Океанологии.  В качестве примера взяли сиквенсы проб со станций под №№ 2232, 2240, 2269, 2281 (см. на карту океанических фронтов и проб, рис.3.)Пробы №№ 2232, 2240 были взяты  с южной периферии, а пробы №№ 2269, 2281 с северной периферии Циркумполярного течения. Пробы разделяются несколькими фронтами: Полярным, Южным и Субантарктическим.
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Рис 3. Карта океанических фронтов и точек взятия проб
4.3. Построение филогенетического дерева

Получены сиквенсы участка СО1 митохондриальной ДНК 4 образцов Eukronia hamata. Последовательности состояли из 500-600 пар нуклеотидов. Пример очищенной последовательности образца со станции 2240 (строчными буквами отмечены места ручной правки считывания данных с хроматограммы – в случае несовпадения букв в цепочках ДНК одной особи):

ATCATAAAGATATTGGGACCCTATACTTCTTACTAGGGGT

ATGGTCtGCTTTTGTNGGTACTGGTCTATCAGCANTAATTC

GCCTTGAGTTAGGATGTCCAGGCTCTTTATcTGGGTGATGA

TCAGTTATATAACGTAATTGTTACAGCTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTCTTTGTCATGCCAATTATAATTGGTGGATTTG

GAAATTGATTATGTCCATTAATATTAAATGCTCCAGATATA

GCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGGATATTACC

CCCAGCTTTAATTTTTTTATTAACTTCAGGTTTTGTTGAGAG

AGGTGTAGGAACAGGATGAACTGTTTATCCCCCTTTAAGAT

CTATTTCTGGTCATTCTGGAGGTGCCGTTGATCTGGGAATC

TTCTCATTACATCTTGCTGGTGTGAGGTCAATTTTGGGAGC

AGCTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATACGAAGTGAAG

GTATAACTATAGAATTAATCCCATTATTTGTATGAAGAGTG

TTATTAACAcGCTATCCTACTTTTACTTTCACTACCTGTATTA

GCTGGCGCAATTACTATATTATTGACAGAT
Действуя  по алгоритму, описанному в методике, получили филогенетическое дерево собранных проб (рис. 4).

[image: image2]
Рис 4. Филогенетическое дерево
Из данного дерева видно, что разделение идет на две группы: северную (станции 2232, 2240) и южную (станции 2269, 2281). Для того, чтобы определить насколько высок процент расхождения, посмотрим на линейку, находящуюся под рисунком. Цифры на линейке указывают (в процентах) насколько разные генотипы у данных проб. Определим различие между №№ 2281 и 2240. Находим точку, где произошло расхождение, и вычисляем расстояние по каждой пробе, расстояния суммируем. 

Получаем: 9,4 + 3,6=13. 13 % расхождение между этими двумя пробами. 
4.4. Сравнение с арктическими пробами

 Интересно было также сравнить антарктические пробы с арктическими, взятыми из базы данных Gen Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Оказалось, минимальное расхождение наблюдалось у арктических образцов и у проб, взятых из северной станции.(рис. 5). Наибольшее расхождение наблюдалось у проб, которые находятся в приблизительно одинаковых условиях – арктических и проб, взятых на одной из самых южных станций. Между ними наблюдается различие приблизительно в 15% , а для гена CO1 это вполне достаточно, чтобы отнести их к разным видам.

[image: image3]
Рис. 5 Филогенетическое дерево с арктическими образцами                                                                                                         
5. Обсуждение
5.1. Сравнение морфологического строения хетогнат
Для проверки предположения о том, что в наиболее удаленных точках Мирового океана обитают близкие виды, не имеющие достоверных морфологических различий, мы сравнили строение Eukrohnia hamata из разных районов – Арктики и Антарктики.

При увеличении в 40 раз были найдены следующие структуры строения щетинкочелюстных. Тело подразделено на следующие отделы: голова, туловище, хвост. На голове находятся зубы, хеты, глаза. На туловище расположен боковой плавник, начинающийся от брюшного ганглия. Началом хвоста, несущего хвостовой плавник, считается конец кишечника, который хорошо заметен сквозь стенку тела. 
Тело Eukrohnia hamata довольно узкое, немного расширяется в задней половине туловищного отдела. Длина тела до 43 мм, (арктический образец  был на пару миллиметров длиннее чем антарктический) Длина хвостового отдела составляет 19-24% длины тела, у рассматриваемых мной  образцов была примерно по 20,8% у каждого. Единственная пара боковых плавников начинается на уровне середины брюшного ганглия и составляет по длине 60-64% длины тела(у арктического 59%, а у антарктического 61%). Боковые плавники не имеют еще постоянного желобка и могут загибаться лишь пассивно вокруг липкого сперматофора. Лучи пронизывают полностью непарный хвостовой плавник, а парные боковые плавники - только по краям. Средняя кишка не имеет выростов; обычно в ней содержится или несколько мелких, или одна крупная жировая капля. Щетинок 8-9, конец резко загнут; зубчиков до 25 с каждой стороны.

При сравнении двух особей Eukrohnia hamata не удалось выявить существенных различий в морфологии (рис. 1, 2). Эти особи отличаются незначительной разницей в пропорциях тела, местоположении основания и формой плавников,  количестве хет. Подобные различия допустимы в пределах внутривидового полиморфизма. Все найденные различия можно объяснить разными возрастными стадиями рассматриваемых животных, и различными условиями их обитания: количеством пищи, особенностями окружающей среды, а также темпами их роста.

Тем не менее, в природе существуют виды-двойники — виды, почти не имеющие морфологических отличий. Также эти виды не имеют возможности скрещиваться и, как правило, имеют биологические отличия (http://ru.wikipedia.org/wiki/Виды-двойники). Так как морфологические различия столь незначительны, мы провели генетический анализ, чтобы выяснить, являются ли особи по разные стороны фронта одним видом или же это виды-двойники.

5.2. Сравнение генотипов хетогнат
Построив филогенетическое дерево (рис. 4), обнаружено сходство только между двумя образцами (0,5 % различий) – со станций 2269 и 2281. Эти станции расположены к югу от Полярного фронта, отделяющего Субантарктику от Антарктики. Остальные 2 образца различаются между собой на 11 % и на 13 % от группы южных образцов. Поэтому при рассмотрении филогенетического древа (рис. 4) можно говорить о двух различных видах.

Встает вопрос, почему 2 образца со станций к северу от Полярного фронта имеют столь значительные различия. Чтобы прояснить этот вопрос, мы сравнили свои данные с арктическим образцов, взятым из генбанка, и построили общее дерево для пяти образцов (рис. 5). Арктическая особь оказалась наиболее близка с самым северным исследованным нами образцом (станция 2232) – 7 % различия. Наиболее удалена от генбанковского образца группа южных щетинкочелюстных – различия составляют 13,5 %.

Таким образом, при отсутствии значимых морфологических различий генетические расхождения позволяют предположить наличие 2 или 3 видов-двойников.

6. Выводы
1. При анализе строения особей Eukrohnia hamata из Арктики и Антарктики не выявлено значительных морфотогических различий.
2. Незначительные различия в пропорциях тела и количестве хет могут быть связаны с тем, что рассмотренные особи находятся на разных возрастных стадиях и жили в разных условиях.

3. На генетическом уровне выявлены существенные различия (до 13 %), что может свидетельствовать о наличии видов-двойников по разные стороны Полярного фронта в Антарктике.

4. Арктический образец по гену СО1 значительно отличается от антарктических (различие 7 - 13,5 %), наиболее близок к особи с самой северной станции.
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