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ВИДОВА ІДЕНТИФІКАЦІЯ РОСІЙСЬКОГО ОСЕТРА 
(Acipenser gueldenstaedtii) ЗА ДОПОМОГОЮ 
ПОЛІМЕРАЗНОЇ ЛАНЦЮГОВОЇ РЕАКЦІЇ 

 
Проведено множинний елаймент нуклеотидних послідовностей мітохондріального геному риб осетро-

вих видів. Виявлено консервативні і поліморфні ділянки контрольного регіону мтДНК та визначено міто-
хондріальні гаплотипи російського осетра. Розроблено відповідні специфічні олігонуклеотидні праймери 
для видової ідентифікації російського осетра і підібрано оптимальні умови проведення ПЛР.  

Ключові слова: осетрові, мітохондріальний геном, генетичний поліморфізм, множинний елаймент, 
олігонуклеотидні праймери, ПЛР.  

 
Постановка проблеми. Генетична ідентифікація осетрових риб і продуктів їх переробки, 

включаючи ікру, є однією з умов, які висуваються CITES (the Convention on International 
Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) до продуктів імпорту та експорту. Від-
повідно до конвенції СІТЕS, Україна прийняла на себе зобов’язання, повне виконання яких 
неможливе без застосування сучасних науково-технічних підходів, зокрема молекулярно-
біологічного контролю. З огляду на це, постає необхідність у розробленні та впровадженні 
молекулярно-генетичних методів аналізу походження як живих осетрів, так і харчових про-
дуктів, джерелом яких вони є. 

Нині ДНК-ідентифікацію проводять за використання ядерних або мітохондріальних молеку-
лярно-генетичних маркерів [1–3]. Ядерні маркери мають низку переваг: можливість диференцію-
вання гібридів, визначання статі риб на ранніх стадіях розвитку та ін. Однак, враховуючи недо-
статній рівень вивчення ядерного геному риб, їх застосування для ідентифікації осетрових риб 
нині неможливе. Тому основою для розроблення сучасної системи ідентифікації осетрових нами 
було обрано мітохондріальний геном, а саме ділянку регуляторної послідовності осетрових. 

Метою роботи було розроблення методики видової ідентифікації російського осетра за вико-
ристання полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). 

Матеріал та методи досліджень. Матеріалом для досліджень служили зафіксовані в етанолі 
плавці та ікра риб. Зразки у польових умовах заливали 96 % етанолом, упродовж трьох діб транс-
портували до лабораторії та зберігали у подальшому за температури мінус 20 °С. Тотальну ДНК 
виділяли за методикою сорбції ДНК на силіцій оксиді [4] з власними модифікаціями. 

Реакційна суміш об’ємом 20 мкл містила: 67 мM Tris-HCl (pH 8,8), 17 мM (NH4)2SO4, 0,01 % 
Tween-20, 0,2 мМ dNTP, 1 од. Tag-полімерази, 50 нг геномної ДНК, 2,0 мМ MgCl2 та по 0,2 мкМ 
кожного праймера. ПЛР проводили за наступним температурним режимом: 4 хв за 94С; 32 цик-
ли: 30 с за 94С, 30 с за 60С, 1 хв за 72С; 5 хв за 72С. 

Електрофоретичне розділення продуктів ампліфікації здійснювали у 2 %-ному агарозному 
гелі за використання 1×ТВЕ-буфера. Після закінчення електрофорезу гель обробляли бромистим 
етидієм (0,5 мкг/мл), ПЛР-продукти фотографували за допомогою відеосистеми GelDoc XR 
System (BioRad). Молекулярну масу ПЛР-продуктів визначали за маркером GeneRuller 100 bp 
(Fermentas).  

Номери послідовностей контрольного регіону російського осетра, що депоновано у банку ну-
клеотидних послідовностей GenBank (NCBI), наведено у таблиці 1. Множинний елаймент вико-
нували за допомогою комп’ютерної програми Mega4 [5]. Термодинамічні показники праймерів 
визначали за використання програми Gene Runner (Hastings Software).  

Було використано також послідовності мтДНК осетрових: сибірського осетра (A. baerii) – 
AF168496, севрюги (A. stellatus) – AY846700, білуги (Huso huso) – AY846679, стерляді  
(A. ruthenus) – AF402846, веслоноса (Polyodon spathula), адріатичного осетра (A. naccarii) – 
AF402852. 
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Таблиця 1 – Використані нуклеотидні послідовності A. Gueldenstaedtii 
 

Регіон вилову російського осетра Номер послідовності в GenBank, NCBI 

Південний район Каспійського моря AF238737, AF238736, AF238734, AF238733, AF238732, AF238731 

Північний район Каспійського моря AF238729, AF238728, AF238727, AF238726, AF238725, AF238722, 
AF238721, AF238720 

Річка Дунай AY847789, AY847788, AF238750, AF238749, AF238748, AF238747, 
AF238746, AF238745, AF238744, AF238743, AF238742, AF238741 

Річка Дніпро AF238739 
Азовське море AF238754, AF238753, AF238752, AF238751 

 
Результати досліджень та їх обговорення. Проведена робота складалася з двох етапів. На 

першому було проаналізовано депоновані у GenBank послідовності контрольного регіону 39 осо-
бин російського осетра. Досліджені особини було виловлено з п’яти водойм: Каспійського моря 
(21 особина), р. Дунай (13 особин), р. Дніпро (1 особина), Азовське море (4 особини).  

Як і у більшості хребетних, контрольний регіон осетрових риб має дві гіперваріабельні ділян-
ки (ГВД-1 та ГВД-2) і розташований між ними відносно консервативний регіон (КР) [6]. Прове-
дений множинний елаймент за використання комп’ютерної програми MEGA4 дав змогу визначи-
ти поліморфні та консервативні ділянки контрольного регіону російських осетрів, що мешкають 
у різних водоймах. Загалом досліджені риби з Каспійського моря виявились більш гетерогенними 
за нуклеотидними послідовностями, ніж особини інших регіонів. Це можна пояснити існуванням 
внутрішньовидових угруповань у різних районах Каспійського моря та переважно штучним від-
творенням осетрових риб Азово-Чорноморського басейну. За нуклеотидним поліморфізмом до-
сліджених особин було визначено 20 мітохондріальних гаплотипів (табл. 2).  
 
Таблиця 2 – Варіабельні сайти гаплотипів D-loop A. Guldenstaedtii 
 

Гаплотип 33* 63 69 72 124 132 152 153 169 170 188 189 190 191 237 266 268 323 364 381 383 411 419 451 452 
h1 . . . . . . C . . . C . . . . . T . . C A . T C . 

h2 . . . . . . . . . C C . . . A T . . . . . . T . A 
h3 T . G . . C C . . C . . T C A T T . . . . . . C A 
h4 . . . . . C C . . . . . T C . T . . . C A T T C A 
h5 . . . . . . . . . C C . . . . . . . . . . . . . A 
h6 T A . . . . . A . . . C . . . . . . . C . T . . . 

h7 . . . . . . . A T . . C . . . . . . . C . . T C . 

h8 T . G . . C C . . . . . T C A . T . . . . . . . A 
h9 T A . . . . . A . . . C . . . . . . . . . T . . . 

h10 T A . . . . . A . . . C . . . . . . G . . T . . . 

h11 . . . . . . . . T . C . . . . . . . . . . . . . A 
h12 T A . . . . . A . . . C . . . T . . . . . T . . . 

h13 . . . . . C C . . C . . T . . . . . . . . . . C A 
h14 T . G . . C C . . C . . T C A T T . . . . . . C . 
h15 . . . T C . . . . . . C . . . . . G G . A . T C A 
h16 T A . T C . . . . . . C . . . . . G G . . . T C . 

h17 T . G . . C C . . C . . T C . . T . . . . . . . A 
h18 T . . T C . . . . . . C T . . . . G G . . . T . . 

h19 . . . . . C C . T C . . T C . . . . . . . . . . A 
h20 . . . . . . . A T . . C . . . . . . . C . . T C . 

 
Примітка. * Позиції нуклеотидів вказано за послідовністю AF238737. (Нуклеотиди, що збігаються у різних  

зразків, позначено крапками). 
 
На наступному етапі роботи визначені консервативні ділянки регуляторної послідовності ро-

сійського осетра було порівняно з аналогічними послідовностями інших представників родини 
Acipenseridae (рис. 1). У результаті нами було обрано дві ділянки контрольного регіону мтДНК 
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російського осетра, що уможливило розроблення специфічних олігонуклеотидних праймерів, по-
слідовності яких наведено у таблиці 3.  

 

 
 

Риc. 1. Нуклеотидний елаймент ділянки D-loop осетрових.  
(Нуклеотиди, що збігаються у різних зразків, позначено крапками) 

 
Таблиця 3 – Нуклеотидні послідовності розроблених у роботі праймерів та розмір специфічних продуктів ампліфікації 
 

Назва праймера Послідовність 5→3 Позиція* Розмір ПЛР-продукту, п.н. 

Agup 1 GATTGTTATGTGGGTGGAG 36–56 
Agup 2 CAATCACGGATGTTCCACC 204–224 148 

Agup 3 ACTGGCATCTGATTAATGTTAG 290–312 
Agup 4 ATAACAAACGTTTGTGGCATC 12–33 

287 
 

Примітка. *Позиції нуклеотидів вказано за послідовністю AF238729. 
 
Специфічність обраних праймерів визначали за ампліфікації ДНК таких представників осет-

рових: сибірського осетра, севрюги, білуги, бестера, стерляді та веслоноса. Як видно на рисунку 
2, розроблені праймери дають змогу чітко ідентифікувати російського осетра з-поміж дослідже-
них видів риб.  
 

              М      1       2       3       4        5      6       7       М      8       9      10      11     12     13      14 

 
 

Рис. 2. Електрофоретичне розділення ПЛР-продуктів для видової ідентифікації російського  
осетра за використання праймерів Agup 1 і Agup 2 (зразки 1–7) та праймерів Agup 3 і Agup 4  
(зразки 8–14): М – маркер молекулярної маси; 1, 8 – російський осетер; 2, 9 – сибірський осетер;  

3, 10 – севрюга; 4, 11 – білуга; 5, 12 – стерлядь; 6, 13 – веслоніс; 7, 14 – від’ємний контроль. 
 

Висновки та перспективи подальших досліджень. Таким чином, проведені дослідження 
дали змогу виявити консервативні ділянки регуляторної послідовності мтДНК осетрових риб та 
розробити специфічні праймери для видової ідентифікації російського осетра методом ПЛР. Ін-

A.baerii             TAACATTAATCAGATGCCAGTAACAGGCTGATTATGGGGATACAACTGTTAATGGACCTG 
H.huso               ......................GT.A-..T..........A.T.......G......T.. 
A.gueldenstaedtii    .........................A...AG............................. 
A.ruthenus           -.....................GT.ACT.A-.........A.T.......G......T.. 
A.naccarii           -........................A...AG........................G.... 
P.spathula           -...................AC.T..TTCAG.....T...A.T...CA..T......... 

 
A.baerii             AAATAGGAACCAGATGCCAGTAATAGTTCAGT-TATGAAACTCTACAATTACTGTCCTTC 
H.huso               ........G.......TT.......A......-.......TCTC..GG...T.....C.. 
A.gueldenstaedtii    .........................A......-.........TC...G.C.T........ 
A.ruthenus           ........G.......TT.......A......-.......TCTC..GG...T........ 
A.naccarii           .........................A......-.........T.G..G...T........ 
P.spathula           ..............................T.C....T....T.G......T.A...G.. 
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формація щодо визначених мітохондріальних гаплотипів буде використана у подальших дослі-
дженнях популяційної належності ремонтно-маточних стад осетрових риб в Україні. 
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Видовая идентификация русского осетра (Acipenser gueldenstaedtii) с помощью полимеразной  

цепной реакции (ПЦР) 
А.В. Дубин, Л.В. Шостак, Т.Н. Дымань  
Проведен множественный элаймент нуклеотидных последовательностей митохондриального генома 

осетровых видов рыб. Выявлены консервативные и полиморфные участки контрольного региона мтДНК и 
определены митохондриальные гаплотипы русского осетра. Разработаны соответствующие специфические 
олигонуклеотидные праймеры для видовой идентификации русского осетра и подобраны оптимальные 
условия проведения ПЦР. 

Ключевые слова: осетровые, митохондриальный геном, генетический полиморфизм, множественный 
элаймент, олигонуклеотидные праймеры, ПЦР.  

 
Species identification of Russian sturgeon (Acipenser gueldenstaedtii) by polymerase chain reaction (PCR)  
A. Dubin, L. Shostak, T. Dyman  
The multiple alignment of nucleotide sequences the mitochondrial genome of sturgeon fish species was 

conducted. Conservative and polymorphic sites of the control region of mtDNA and mitochondrial haplotypes of 
Russian sturgeon were identified. Developed appropriate specific oligonucleotide primers for species identification 
of Russian sturgeon and selected the optimal conditions for PCR.  

Key words: sturgeon, mitochondrial genome, genetic polymorphism, multiple alignment, oligonucleotide 
primers, PCR. 
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ОНТОГЕНЕТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ЕНЕРГЕТИЧНОГО ОБМІНУ ТА СИСТЕМИ  
АНТИОКСИДАНТНОГО ЗАХИСТУ В ПЕЧІНЦІ ПЕРЕПЕЛІВ 

 
Досліджено онтогенетичні особливості енергетичного обміну та системи антиоксидантного захисту в 

субклітинних структурах клітин печінки перепелів. Виявлено динаміку процесів обміну енергії та активно-
сті ферментів антиоксидантної системи в цитоплазмі та мітохондріях гепатоцитів у пренатальному та по-
стнатальному періодах онтогенезу. 

Ключові слова: енергетичний обмін, антиоксидантний захист, перепели, печінка. 
 
Постановка проблеми. На сучасному етапі реформ в аграрному секторі України птахівницт-

во розв’язує проблеми стосовно задоволення потреб населення у таких високоцінних продуктах 


