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Впервые представители отряда Bothriocephalidea у костистых 
рыб Чёрного моря были обнаружены в конце 19 века [1] и опреде-
лены как Bothriocephalus scorpii Müller, 1776 (Cooper, 1917). Первое 
морфологическое схематическое описание этого вида цестод от 
черноморских рыб появилось только в конце 20 века [2]. В целом, 
до недавнего времени у хрящевых и костистых рыб Чёрного моря 
определяли 4 вида из семейства Bothriocephalidae (Blanchard, 1849): 
B. scorpii, паразитирующий у скорпены Scorpaena porcus (Linnaeus, 1758); 
B. gregarius (Renaud, Gabrion & Pasteur, 1983) – у черноморской камбалы 
Scophthalmus maeoticus (Pallas, 1814); B. claviceps (Goeze, 1782) – у реч-
ного угря Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758) и Ptychobothrium atherinae 
[3, 4] – у атерины Atherina boyeri (Risso, 1810) [5, 6]. Основная проблема с 
двумя черноморскими видами паразитов костистых рыб – B. gregarius 
и с B. scorpii – это отсутствие полноценных описаний, не позволив-
ших окончательно установить систематическое положение данных 
видов. Видовое определение B. gregarius у черноморской камбалы 
из Чёрного моря [7] было выполнено не на морфологических при-
знаках, а по данным биохимической генетики. И только в 2003 году 
было представлено основательное морфологическое описание этого 
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вида  [8]. В настоящее время вид «B. scorpii» счи-
тается видом-комплексом [9–11], в его составе 
выделяют B. gregarius, B. barbatus [12], B.  renaudii 
[13]  и B.  funiculus [14]. Эти виды признаны как 
nomina nuda, поскольку их оригинальные опи-
сания не соответствуют требованиям Междуна-
родного кодекса зоологической номенклатуры 
(1999 год, статья 13) [11, 15]. Таким образом, для 
Азово-Черноморского бассейна известно суще-
ствование одного видового комплекса и трёх ви-
дов цестод рода Bothriocephalus Rud., 1808: ком-
плекс B. «scorpii» (Mueller, 1779), виды – B. claviceps 
(Goeze, 1782) и B. atherinae (Tschernischenko, 1949) 
[4]. В  1984 году Рено с соавторами [9], анализи-
руя генетико-биохимические различия цестод 
комплекса B. scorpii, паразитирующих в камбалах 
большой ромб (Psetta maxima) и гладкий ромб 
(Scophthalmus rhombus), обосновали существова-
ние ещё одного вида комплекса – Bothriocephalus 
gregarius. При этом, если валидность известных 
ранее видов не вызывает сомнений, то достовер-
ность видового статуса B. gregarius, начиная со вто-
рой половины 2000-х годов, стала подвергаться 
сомнению на том основании, что нет достаточных 
подтверждений его описания [15, 18]. Получен-
ные молекулярно-генетические данные по ряду 
рибосомных генов (18s и ITS1) достаточно уверен-
но указывали на монофилитичность B. gregarius 
и B. scorpii [10]. С другой стороны, отдельные ав-
торы на основании морфологических описаний 
настаивают на таксономической независимости 
данного вида [8].

Соответственно основной задачей нашего 
исследования был молекулярно-генетический 
анализ генов 18S-rRNA и 28S-rRNA у цестод из 
скорпены Scorpaena porcus и от черноморской 
камбалы Scophthalmus maeoticus бассейна Чёрно-
го моря. 

Материал и методы

Цестоды рода Bothriocephalus были собраны 
с двух хозяев – один экземпляр был взят из скор-
пены (Scorpaena porcus) и 3 экземпляра – от двух 
особей черноморской камбалы, Scophthalmus 
maeoticus. 

Тотальную ДНК выделяли при помощи на-
бора innuPREP DNA Mini Kit (компания Analytik 
Jena, Германия). В качестве амплификационных 
смесей использовали готовые лиофилизован-
ные реакционные смеси без праймеров (ма-
стермиксы), предназначенные для проведения 
амплификаций ДНК в объёме 20 мкл (ООО «На-
учно-производственная фирма «Генлаб», Мо-

сква). Мастермиксы для проведения отдельной 
реакции содержали все необходимые для реак-
ции компоненты, включая ингибированную для 
«горячего старта» Taq ДНК полимеразу, dNTP и 
краску для электрофореза (ООО «Научно-произ-
водственная фирма «Генлаб», Москва). В качестве 
генетических маркеров использовали фрагменты 
по генам 18S-rRNA и 28S-rRNA длиной 1500 п.н. и 
600 п.н. соответственно. Амплификацию фраг-
мента 18S-rRNA осуществляли в присутствии двух 
праймеров: 
18S-rRNA F1 (5′-TCCTGCCAGTAGTCATATGCTTG-3′) и 
18S-rRNA R1 (5′- GCCATGCACCACCAACCAC-3′) [17]. 

Амплификацию фрагмента 28S-rRNA прово-
дили в присутствии следующих праймеров: 
28S-rRNA C1 (5′-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3′) и 
28S-rRNA C3 (5′- CTCTTCAGAGTACTTTTCAAC-3′) 
[18]. 

Предварительно были подобраны оптималь-
ные условия для ПЦР, поскольку первоначальные 
оказались неэффективными. Полимеразную цеп-
ную реакцию по фрагменту гена 18S-rRNA осу-
ществляли в следующем температурном режиме: 
94°С – 3 мин., 94°С – 30 сек., 61°С – 45 сек., 72°С – 
60 сек., общее количество циклов – 25, финаль-
ная элонгация при 72°С – 10 мин. Условия ПЦР 
по фрагменту гена 28S-rRNA были следующие: 
95°С – 4 мин., 95°С – 30 сек., 58°С – 30 сек., 72°С – 
30 сек., общее количество циклов – 30, финальная 
элонгация при 72°С – 10 мин. Присутствие специ-
фического ампликона детектировали электрофо-
ретическим разделением в 2% агарозном геле. 
Секвенирование полученных ПЦР-продуктов 
в прямом и обратном направлении проводилось 
на базе ЗАО «Евроген Ру» (Москва). Выравнива-
ние и анализ полиморфизма нуклеотидных по-
следовательностей проводили в программных 
пакетах BioEdit 5.0.9.1 [19]. Филогенетическое 
древо с расчётом бутстреп-поддержек узлов вет-
вления (1000 репликаций) строили в программе 
MEGA 7.0 с применением метода «ближайшего 
соседа» (Neighbor Joining, NJ) [20]. Для сравне-
ния использовали данные по гаплотипам цестод 
р. Bothriocephalus по 18S-rRNA и 28S-rRNA, взятым 
из GenBank, NCBI [21].

Результаты и обсуждение

Нами были проанализированы изменчи-
вость фрагментов двух генов рДНК – lsrDNA 
(28S)  – длиной 312 п.н. и ssrDNA (18S) – 568 п.н. 
у  представителей р.  Bothriocephalus из разных 
хозяев . В  результате, как по каждому гену в от-
дельности, так и при их объединении установ-
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лено, что образец, извлечённый из скорпены 
(№№ деп. В NCBI – MH011407 – 18S и MH000375 – 
28S), надёжно идентифицируется как относя-
щийся к кладе, содержащей B. timii, B. scorpii 
и  B.  australis, р-расстояние между нашим образ-
цом и другими видами этой группы не превы-
шает 1,6% (рис. 1, табл. 1). Остальные три образ-
ца MH011408, MH011409, MH011410 (для гена 
18s) и MH000376 (для гена 28s) сформировали 
отдельную кладу, состоящую из двух субклад: 
одна включает образцы МН011409 и МН011410, 
другая – образец МН011408 (здесь и далее мы 
указываем только регистрационные номера 
для гена 18s). 

Все ветви обозначены регистрационны-
ми номерами собственных фрагментов и фраг-
ментов других видов цестод из NCBI (см. рас-
шифровку обозначений в табл. 1). Числовые 
значения на разветвлениях отражают уровень 
бутстреп-поддержки. Внизу указана едини-
ца измерения длин ветвей  – 0.01 нуклеотид. 
KR780885+ KR780929 – Bothriocephalus timii; 

AF286942+ AJ228776 – Bothriocephalus scorpii; 
KR780910+KR780957 – Bothriocephalus claviceps 
(Out); KR78088+KR780886 – Bothriocephalus 
australis; MH000375+MH011407 – образец 
цестоды из скорпены, MH000376+MH011408, 
MH000376+MH011409, MH000376+MH011410 – 
образцы из черноморской камбалы. 

Следует также отметить, что виды 
Bothriocephalus timii и Bothriocephalus scorpii 
дистанцированы всего лишь на 0,5%, а 
Bothriocephalus timii и Bothriocephalus australis – на 
0,6%. Дивергенция остальных образцов (из чер-
номорской камбалы) от рассматриваемых трёх 
видов колебалась от 4,0% до 5,1%. Гаплотипы 
вида Bothriocephalus claviceps составили внешнюю 
группу, р-расстояние от которого как наших всех 
образцов, так и рассматриваемых видов комплек-
са «scorpio» не опускалось ниже 26,3%. Получен-
ные данные дают полное основание судить о том, 
что рассматриваемые образцы цестод, как из 
скорпены, так и черноморской камбалы относят-
ся к таксономическому комплексу Bothriocephalus 

Рисунок 1 – Дерево, построенное методом Neighbor-Joining на основании объединённых данных 
о нуклеотидных последовательностях фрагментов генов 18s и 28s рДНК видов рода Bothriocephalus

Таблица 1 – Оценка эволюционной дивергенции между 8 фрагментами длиной 879 п.н. объединённых 
последовательностей генов 18s и 28s, выраженные в р-расстояниях (в %)

№ Фрагмент Эволюционная дивергенция, %

1 MH000375+MH011407 1 2 3 4 5 6 7

2 KR780885+ KR780929 1,0

3 MH000376+MH011408 5,1 4,6

4 AF286942+ AJ228776 1,1 0,5 4,1

5 MH000376+MH011409 4,8 4,2 4,0 3,8

6 MH000376+MH011410 4,3 4,1 4,0 3,6 2,3

7 KR780910+KR780957 29,2 29,1 26,3 29,5 29,6 28,7

8 KR78088+KR780886 1,6 0,6 5,1 1,0 4,8 4,7 29,5
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«scorpii» и, несомненно, имеют монофилетиче-
ское происхождение.

Вместе с тем, дистанцированность объе-
динённых гаплотипов цестод из черноморской 
камбалы на уровне 4–5% р-расстояний, а также 
значения бутстрепа позволяют полагать их близ-
нецовыми видами (или подвидами) в пределах 
рода, по аналогии с генами мтДНК [22, 23]. Теоре-
тически, это можно было бы считать косвенным 
доказательством справедливости ранее выска-
занного мнения [8], о принадлежности цестод из 
черноморской камбалы к виду Bothriocephalus 
gregarius. С другой стороны, использование дан-
ных по гену 18s из NCBI [10] свидетельствует о зна-
чительной дистанцированности их гаплотипов 
от наших, превышая дистанцированность вида 
Bothriocephalus claviceps приблизительно в 2 раза, 
что свидетельствует о полной таксономической 
независимости Bothriocephalus gregarius. И  хотя 
авторы обосновывают идею монофилитичности 
Bothriocephalus gregarius и Bothriocephalus scorpii, 
необходимо учитывать, что в публикации Верне 
с соавторами [10] особо подчеркнуто, что струк-
тура ветвления крайне неудачна среди группы 
близкородственных видов B. barbutus, B. gregarius, 
B. jimiculus и B. scorpii. При этом указано, что эти 
виды могут быть монофилетическими на основа-
нии значения бутстрепа (около 80%), а при этом 
никакой другой кластер не поддерживается на 
уровне начальной загрузки выше 70%. Если по-
следовательности из фрагмента 18s рДНК при 
выравнивании были неоднозначными, в частно-
сти для регионов с вставками или удалениями, то 
все сайты, включая эти разрывы (введение, уда-
ление), были в рассматриваемой работе удалены 
из филогенетического анализа и проводились 
с использованием комбинированных последова-
тельностей, полученных из частичной 18s рДНК. 

Также следует заметить, что филогенетический 
анализ проводился с использованием весьма 
ранней версии программы PAUP 3.1. l. (Swoff ord 
1993). 

Вывод

Ввиду вышеизложенного, мы полагаем, что 
наиболее достоверной версией молекулярно-
генетической идентификации представленных 
образцов цестод из скорпены и черноморской 
камбалы Чёрного моря будет констатация фак-
та их принадлежности к комплексу Bothrio-
cephalus «scorpii» с допущением существования 
подвидов.
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