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Резюме. Целью являлась апробация молекулярно-генетических методов анализа содер-
жимого желудков рыб на примере малоглазой широколобки Abyssocottus korotneffi Berg, 
1906. Методы. Сбор проб осуществляли с борта научно-исследовательского судна «Г.Ю. 
Верещагин» в августе 2017 г. в северной котловине озера Байкал. Для исследования пита-
ния рыб проводили отработку выделения ДНК и подбор условий проведения полиме-
разной цепной реакции (ПЦР). Фрагмент гена СО1 амплифицировали из суммарной 
ДНК, выделенной из содержимого желудков рыб. Состав кормовых организмов исследо-
вали на основании анализа нуклеотидных последовательностей, клонированных в плаз-
мидный вектор pJET. Результаты. В составе пищи рыб детектирован один вид амфипод 
наиболее близкий к Odontogammarus calcaratus Dybowsky, 1874. Кроме этого, в исследован-
ных образцах обнаружены последовательности рогатковидных рыб. До настоящего вре-
мени сведения о наличии рыб в пищевом спектре этого вида отсутствовали. Выводы. Ос-
новной проблемой использования молекулярно-генетических методов в исследовании 
пищевых спектров рыб является недостаточная представленность ваучерных последова-
тельностей гена СО1 байкальских организмов в базах данных генетической информации. 
Несмотря на перспективность использования анализа гена СО1 для изучения спектров 
питания рыб, разрешающая способность этого гена не позволяет проводить дифферен-
циацию между особями одного вида. 
Ключевые слова: молекулярно-генетические методы, СО1, содержимое желудков, пище-
вые спектры, Abyssocottus korotneffi, озеро Байкал. 
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Abstract. The aim of the study was an approbation of molecular-genetic methods for an analy-
sis of contents of fish stomachs of Abyssocottus korotneffi Berg, 1906, as an example. Methods. 
Sampling carried out at the board of the research vessel «G.Yu. Vereshchagin» in August 2017 in 
the northern basin of Lake Baikal. To study a fish feeding, testing of a DNA extraction methods 
and PCR conditions was performed. A fragments of the CO1 gene were amplified from total DNA 
isolated from the contents of the fish stomachs. The composition of food was studied based on the 
analysis of nucleotide sequences cloned into the plasmid pJET vector. Results. One species of am-
phipods closest to Odontogammarus calculator Dybowsky, 1874 was detected in fish food. In addi-
tion, sequences of cottoid fish were found in the studied samples. To date, information about a 
presence of fish in the food spectrum of this species was absent. Conclusions. The main problem 
of using molecular-genetic methods in studies of fish food spectrum is not enough number of 
data of voucher sequences of the CO1 gene of Baikal organisms in the genetic databases. Despite 
on advantages of analysis of the CO1 gene in studies of fish food feeding, this approach does not 
allow to distinguish between organisms of the same species. 
Keywords: molecular genetic methods, CO1, contents of the stomachs, fish feeding, Abyssocot-
tus korotneffi, Lake Baikal. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Анализ содержимого желудков является необходимой частью исследований, по-

священных вопросам экологии рыб. Несмотря на большое разнообразие существующих 
подходов и методов исследования питания рыб, они продолжают активно развиваться и 
совершенствоваться [1-3]. Молекулярно-генетические методы исследования содержимо-
го желудков успешно применяются для идентификации кормовых объектов рыб [4-6], в 
том числе и байкальских [7]. Использование этого инструмента особенно актуально при 
анализе сильно переваренных кормовых объектов, икры рыб, коконов беспозвоночных 
животных и др. Преимущество молекулярно-генетического подхода заключается в анали-
зе коротких фрагментов ДНК, присутствующих в содержимом желудочно-кишечного 
тракта рыб, даже при отсутствии материала, пригодного для идентификации по морфоло-
гическим признакам. Питание представителя байкальского эндемичного семейства Abys-
socottidae – малоглазой широколобки Abyssocottus korotneffi Berg, 1906 (рис. 1) до насто-
ящего времени остается малоизученным [8; 9]. 

Малоглазая широколобка распространена по всему Байкалу, однако является мало-
численным видом [8]. Кроме этого, определенные сложности в исследовании питания 
этого вида вызваны тем, что при подъеме рыб с больших глубин у них часто происходит 
выбрасывание пищи из желудка, а у рыб, в желудках которых она сохраняется, затрудне-
на идентификация кормовых объектов из-за её сильной переваренности. В связи с этим 
использование молекулярно-генетических методов исследования питания рыб позволит 
существенно расширить наши знания об их экологии и трофических предпочтениях.  
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Рис.1. Малоглазая широколобка Abyssocottus korotneffi Berg, 1906 

Fig.1. Abyssocottus korotneffi Berg, 1906 
 

Целью исследования являлась апробация молекулярно-генетических методов ана-
лиза содержимого желудков рыб на примере малоглазой широколобки. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Отлов рыб осуществляли салазочным бим-тралом с борта научно-
исследовательского судна «Г.Ю. Верещагин» 3 августа 2017 г. в северной котловине озе-
ра Байкал, южнее бухты Сосновка, напротив мыса Разбор, с глубин 560-620 м. Из пяти 
отловленных особей длиной от 112 до 115 мм, только у двух желудки содержали пищу. 
Непосредственно после отлова рыб отбирали содержимое желудков. Отбор проб прово-
дили в стерильных условиях, необходимых для молекулярно-генетического анализа пи-
щевого спектра рыб. Для сравнения целевых последовательностей ДНК исследуемых 
особей и рыб – предположительных кормовых объектов, у всех пяти экземпляров были 
взяты образцы головного мозга. 

Отбор проб и выделение ДНК. К содержимому желудков рыб добавляли равный 
объем стерильной деионизированной воды и тщательно суспендировали. Образцы голов-
ного мозга использовали для выделения ДНК без дополнительной обработки. Суммар-
ную ДНК выделяли с применением коммерческого набора ДНК-сорб В (ЦНИИ эпиде-
миологии Роспотребнадзора, Москва) согласно протоколу производителя. ДНК растворя-
ли в ТЕ буфере. Оценку качества выделенной ДНК проводили с помощью электрофореза 
в геле 1% агарозы. Количество ДНК измеряли с помощью спектрофотометра NanoVue 
(GE Healthcare). 

Определение и анализ нуклеотидных последовательностей. Для отработки ПЦР 
использовали две пары праймеров, амплифицирующих фрагменты гена СО1 митохон-
дриальной ДНК. К универсальному праймеру LCO1490 5`-ggtcaacaaatcataaagatattgg [10] 
разработали и синтезировали обратный праймер CO1r200 5`-carttnccraahcchccratyat для 
амплификации более короткого фрагмента CO1 длиной 200 нуклеотидов для широкого 
спектра таксонов. Праймеры mlCOIintF 5`-ggwacwggwtgaacwgtwtayccycc [11] и 
jgHCO2198R 5`-taiacytciggrtgiccraaraayca [12] инициировали синтез ампликона длиной 
313 нуклеотидов. ПЦР проводили в 15 мкл реакционной смеси, содержащей 1U Tersus 
полимеразы (ЗАО Евроген), 1 x ПЦР буфер, 2 mM MgCl₂, 0,2 mM каждого dNTP, 10 pmol 
прямого и обратного праймеров и 20-40 нг ДНК. ПЦР проводили на амплификаторе Bio-
RadT100. Режим амплификации: денатурация – 95°C (3 мин); циклирование – 95°C (30 
сек), 63-45°C (30 сек), с понижением температуры отжига на 1°C за каждый цикл, 72°C 
(40 сек), 18 циклов; 95°C (30 сек), 45°C (30 сек), 72°C (40 сек), 10 циклов; 72°C – 10 мин. 
Каждый образец амплифицировали в 3-х повторностях, ампликоны объединяли для ана-
лиза. Амплифицированные фрагменты визуализировали при освещении УФ светом 
окрашенного бромистым этидием геля 1% агарозы после проведения горизонтального 
электрофореза. Ампликоны вырезали из геля, очищали с помощью замораживания и цен-
трифугирования при 10000 об/мин. по 20 минут и клонировали в плазмидном векторе 
pJET 1.2 (Fermentas). Клоны анализировали в ПЦР с помощью универсальных праймеров: 
5'-cgactcactatagggagagcggc и 5'-aagaacatcgattttccatggcag. Нуклеотидные последовательно-
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сти полученных фрагментов ДНК ожидаемой длины определяли прямым секвенировани-
ем с помощью набора BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit на генетическом ана-
лизаторе 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) по протоколу производителя. 
Полученные последовательности фрагмента гена СО1 анализировали путем поиска бли-
жайших гомологов в программе Blast (NCBI). Выбор филогенетической модели проводи-
ли с использованием программы jmodeltest 3.7, построение филогенетического древа ам-
фипод проводили с помощью алгоритма максимального правдоподобия (ML), модель T92 
+ G, в программе MEGAX с 1000 бутстреп-реплик. 

 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Анализ ДНК, выделенной из содержимого желудков рыб, показал, что размер 
фрагментов ДНК составляет 150-350 нуклеотидов. ДНК большего размера, до 600 нук-
леотидов, представлена в следовых количествах. Выявленная деградация характерна для 
ДНК, выделенной из желудочно-кишечного тракта, и соответствовала ожидаемым ре-
зультатам. Исходя из полученного размера фрагментов ДНК, для отработки ПЦР исполь-
зовали две пары праймеров, амплифицирующих фрагменты гена СО1. При их сравнении 
для анализа ДНК из содержимого желудков рыб и из головного мозга рыбы-хозяина, пара 
праймеров LCO1490/ CO1r200 более эффективно срабатывала с ДНК рыбы-хозяина и не 
была использована в дальнейшем анализе. 

С помощью пары праймеров mlCOIintF/jgHCO2198R были успешно амплифициро-
ваны фрагменты гена CO1 размером около 320 п.н. В результате молекулярно-
генетического анализа содержимого желудков малоглазой широколобки получено 47 
нуклеотидных последовательностей гена СО1, принадлежащих амфиподам (13) и рыбам 
(34). Последовательности амфипод были обнаружены в желудках обеих рыб. Поиск бли-
жайших гомологов в базе данных нуклеотидных последовательностей GenBank (NCBI) 
показал отдаленное родство (85% нуклеотидного сходства) с Odontogammarus calcaratus 
(FJ756341). Все полученные последовательности ДНК амфипод были близкородствен-
ными, доля нуклеотидных различий варьировала от 0 до 1%. Учитывая генетические ди-
станции по гену СО1 между другими видами амфипод [13], последовательности из же-
лудков рыб принадлежат одному виду амфипод. Результаты анализа филогенетических 
взаимоотношений указывают на значительную вероятность принадлежности детектиро-
ванных амфипод к роду Odontogammarus (рис. 2). Отсутствие последовательностей близ-
кородственных организмов в базах данных не позволяет провести более точную видовую 
идентификацию, что свидетельствует о недостаточной изученности фауны оз. Байкал с 
позиций молекулярной генетики. 

Питание малоглазой широколобки до настоящего времени остается малоизученным 
[8; 9]. В работе Д.Н. Талиева [8] представлены результаты исследования содержимого 
желудков трех экземпляров малоглазой широколобки, пойманных на глубине 1000 м в 
районе пос. Лиственичное. Отмечены сильная переваренность кормовых объектов (ам-
фипод) и наличие одного вида – Macropereiopus flori Dybowsky, 1874. В 1990 г. были 
опубликованы результаты исследования состава пищи 24 экз. малоглазой широколобки и 
показано, что содержимое желудков рыб включало в себя детрит и пять видов нектобен-
тических амфипод: Paragarjajewia petersii Dybowsky, 1874, Sentogammarus zienkowiczi 
Dybowsky, 1874 (=Plesiogammarus zienkowiczi), Garjaewia cabanisii Dybowsky, 1874, 
Brachyuropus grewingkii Dybowsky, 1874 (=Acanthogammarus grewingki) и Odontogam-
marus margaritaceus Dybowsky, 1874 [9]. Таким образом, амфиподы рода 
Odontogammarus ранее отмечались в пищевом спектре малоглазой широколобки [9]. Од-
нако, поскольку данные о нуклеотидных последовательностях этого рода амфипод в 
международных базах представлены только для O. calcaratus, мы не можем утверждать, 
что детектированные в нашем исследовании последовательности принадлежат именно 
этому виду. 
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Рис.2. Филогенетическое древо на основании анализа нуклеотидных  
последовательностей фрагмента гена СО1 амфипод длиной 184 п.н.,  

полученных из содержимого желудков. Шкала показывает количество  
нуклеотидных замен на сайт 

Fig.2. The phylogenetic tree is based on the analysis of the CO1 gene sequences  
derived from fish stomachs. The length of analysed fragment was 184 nucleotides.  
The scale below the figure indicate the number of nucleotide substitutions per site 

 
Сведения о наличии рыб в пищевом спектре малоглазой широколобки до настоя-

щего времени отсутствовали. В результате проведенных нами исследований в содержи-
мом желудков, кроме последовательностей амфипод, детектированы последовательности 
рогатковидных рыб. Ранее на основании формы зубов было сделано предположение о 
том, что малоглазая широколобка является довольно хищной формой [8]. Кроме этого, 
было отмечено, что основу рыбного рациона абиссальных видов составляют голомянки и 
донные Abyssocottidae, преимущественно рода Limnocottus [9]. Случаи каннибализма ча-
сто отмечаются у пресноводных рыб [14; 15]. Для проверки предположения о канниба-
лизме малоглазой широколобки было проведено сравнение полученных из желудков по-
следовательностей с последовательностями клонов ДНК головного мозга рыб. Выясни-
лось, что фрагмент COI ДНК, выделенной из кишечника (ДНКк), идентичен нуклеотид-
ным последовательностям хозяина. Таким образом, несмотря на перспективность исполь-
зования анализа гена СО1 для изучения спектров питания рыб, разрешающая способ-
ность этого гена не позволяет проводить дифференциацию между особями одного вида. 

 
ВЫВОДЫ 

Определение спектра питания рыб осуществляется при сравнительном анализе 
нуклеотидных последовательностей с имеющимися последовательностями в генетиче-
ских базах данных, например в GenBank (NCBI). Такой подход позволяет не только опре-
делить спектр питания рыб в целом, но и получить данные о видовой и популяционной 
принадлежности кормовых организмов. В связи с необходимостью аннотировать нуклео-
тидные последовательности к имеющимся в базах данных, существенным является выбор 
молекулярного маркера. Для разных групп организмов представленность наиболее ис-
следованных генных регионов – 18SрДНК, ITS2, CO1 и др. в базах данных генетической 
информации различается. Кроме того, недостаточная разрешающая способность маркера 
(в ряде случаев ген 18SрРНК) также может ограничивать его применение. Анализ иссле-
дований с использованием различных маркеров показал, что ген СО1 может быть успеш-
но применен для скрининга спектра питания рыб, кроме того для этого гена разработаны 
универсальные праймеры, в том числе адаптированные для платформ секвенирования 
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нового поколения, позволяющие амплифицировать широкий спектр организмов. Для 
применения молекулярной идентификации при анализе питания важным является тот 
факт, что анализируемая ДНК подвержена сильной деградации в желудочно-кишечном 
тракте, кроме того, велика вероятность амплификации ДНК рыбы-хозяина, что требует 
отработки методик и подбора условий для проведения анализа. Таким образом, несмотря 
на успешное использование молекулярного анализа для исследования питания малоизу-
ченных животных, эффективность этого метода для байкальских глубоководных рыб 
требовала дополнительной оценки. Анализ питания малоглазой широколобки показал 
возможность использования молекулярно-генетической идентификации последователь-
ностей фрагмента гена CO1 в содержимом желудков рыб для исследования их пищевых 
спектров. В составе пищевого кома рыб детектированы последовательности амфипод ро-
да Odontogammarus и рогатковидных рыб. Установлено, что основной проблемой исполь-
зования молекулярно-генетических методов в исследовании пищевых спектров рыб явля-
ется недостаточная представленность ваучерных последовательностей гена СО1 байкаль-
ских организмов в базах данных генетической информации. Широко распространенный 
каннибализм среди рыб также представляет серьезные затруднения в использовании 
фрагментов ДНК традиционных для баркодирования видов. Таким образом, анализ спек-
тров питания рыб молекулярно-генетическими методами должен включать в себя тради-
ционное определение кормовых объектов с использованием микроскопии. 
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