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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè ìîëåêóë ðíîé

áèîëîãèè. Ïðåäëîæåí íàáîð îëèãîíóêëåîòèäíûõ
ïðàéìåðîâ äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé
ïðèíàäëåæíîñòè îñåòðîâûõ ðûá ñî ñëåäóþùèìè
íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè:

îáðàòíûé ïðàéìåð AHR
(TATACACCATTATCTCTATGT) äë  îïðåäåëåíè 
âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê îñåòðîâûì ðûáàì è
ïð ìûå ïðàéìåðû:

AGF (GCACAGACTATGTGGTATCCAGAA) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê ðóññêîìó
îñåòðó,

ABF (CAGATGCCAGTAACAGGCTGA) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê ðóññêîìó è
ñèáèðñêîìó îñåòðàì,

ABRM (TGTCTGTCTAGAACATAtG) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

ñèáèðñêîìó îñåòðó, HusF
(TATCTATTACCTGCGAGCAGGCTG) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê áåëóãå,

DauF (CCTCTTATGTACGCGGTGT) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê êàëóãå,

SchF (TGTGGGGTCACGGACTTTACAG) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê àìóðñêîìó
îñåòðó

NudF (TGTCTTTTCTGAAGGAGCTTTGC) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê øèïó,

RutF (GGGAATAACCGTTAATTTGG) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê ñòåðë äè,

è SteF (GGGGTTCTTGGCATGTTGTGAGCG) äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê ñåâðþãå.

Èçîáðåòåíèå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë 
äåòåêöèè íàëè÷è  ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ îäíîãî
èç âîñüìè âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá. 1 èë., 1 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biology.
SUBSTANCE: invention concerns molecular

biology. It claims an oligonucleotide primer set
for defining sturgeon species with the following
nucleotide sequences: reverse primer AHR
(TATACACCATTATCTCTATGT) for sturgeon species
identification, and direct primers: AGF
(GCACAGACTATGTGGTATCCAGAA) for
identification of Russian sturgeon species, ABF
(CAGATGCCAGTAACAGGCTGA) - for Russian and
Siberian sturgeon, ABRM
(TGTCTGTCTAGAACATAtG) - for Siberian sturgeon,

HusF (TATCTATTACCTGCGAGCAGGCTG) - for
hausen (white sturgeon), DauF
(CCTCTTATGTACGCGGTGT) - for kaluga (great
Siberian sturgeon), SchF
(TGTGGGGTCACGGACTTTACAG) - for Amur
sturgeon, NudF (TGTCTTTTCTGAAGGAGCTTTGC) -
for barbell sturgeon, RutF
(GGGAATAACCGTTAATTTGG) - for sterlet, and SteF
(GGGGTTCTTGGCATGTTGTGAGCG) - for stellate
sturgeon.

EFFECT: detection of presence of mitochondrial
DNA belonging to one of eight sturgeon species.

1 dwg, 1 tbl, 10 ex
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ðûáíîé ïðîìûøëåííîñòè è ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè, â
÷àñòíîñòè ê ñïîñîáàì èíäåíòèôèêàöèè âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îñåòðîâûõ è ïîëó÷àåìîé
èç íèõ èêðû è äðóãîé ïðîäóêöèè. Ê íàñòî ùåìó âðåìåíè áûëè ïðåäëîæåíû ñëåäóþùèå
ìåòîäèêè îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îñåòðîâûõ è ïðîäóêòîâ èõ ïåðåðàáîòêè íà
îñíîâàíèè àíàëèçà ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ.

Ñàéò ñïåöèôè÷åñêèé ÏÖÐ íà îñíîâàíèè ïîëèìîðôèçìà ïî ãåíó öèòîõðîìîêñèäàçû
ñóáúåäèíèöû Â (CytB). Ìåòîä âïåðâûå ïðåäëîæåí ÄåÑàëå è Áèðøòåéíîì (DeSalle è
Birstein. 1996), US Patent No. 5766144. July 28, 1998. European Patent No. 087690.
August 28, 2002. Ìåòîä îñíîâàí íà èñïîëüçîâàíèè âèäîñïåöèôè÷íûõ ïðàéìåðîâ ïî ãåíó
CytB. Äîñòîèíñòâî ïðåäëîæåííîãî ìåòîäà - îõâàòûâàåò âñå âèäû îñåòðîâûõ ìèðà (27
âèäîâ).

Íåäîñòàòêè. Íèçêà  ñàéòîñïåöèôè÷íîñòü ïðàéìåðîâ, ÷òî âûçûâàåò âûñîêèé ïðîöåíò
ëîæíûõ ñðàáàòûâàíèé.

Íåáîëüøà  âûáîðêà îñîáåé êàæäîãî èç âèäîâ (äë  íåêîòîðûõ âèäîâ ïðàéìåðû
ñîñòàâë ëèñü íà îñíîâàíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îäíîãî ýêçåìïë ðà) è ñâ çàííà  ñ ýòèì
âûñîêèé ïðîöåíò ëîæíîïîçèòèâíîãî ñèãíàëà.

Íå ïîçâîë åò äèôôåðåíöèðîâàòü ñèáèðñêîãî è ðóññêîãî îñåòðîâ (íåñóùåãî «baerii-like»
ãàïëîòèï).

Ñèêâåíèðîâàíèå ó÷àñòêà ãåíà CytB. Ìåòîä ïðåäëîæåí Ôàéíîì è êîëëåãàìè (National Fish
and Wildlife Forensics Laboratory, Ashland), îïóáëèêîâàí òîëüêî â Èíòåðíåòå.
Ïðåäïîëàãàåò äîðîãîñòî ùåå ñèêâåíèðîâàíèå êàæäîãî èçó÷àåìîãî îáðàçöà. Â íàñòî ùåå
âðåì  íå àêòóàëåí.

Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç àìïëèôèöèðîâàííîãî ó÷àñòêà ìòÄÍÊ (ìåòîä PCR-RFLP)
ïðåäëîæåí Ëþäâèãîì è ñîàâòîðàìè (Ludwig è äð., 2002). Âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîå
ïðèìåíåíèå ðåñòðèêöèîííûõ ôåðìåíòîâ äë  èäåíòèôèêàöèè âèäîñïåöèôè÷íûõ ó÷àñòêîâ
ÏÖÐ-ïðîäóêòà ñ ãåíà CytB. Äîñòîèíñòâî: âûñîêà  âîñïðîèçâîäèìîñòü ðåçóëüòàòîâ.
Íåäîñòàòêè: òðåáóåò òðóäîåìêîé è äîðîãîñòî ùåé ïðîöåäóðû, âêëþ÷àþùåé äî 4-õ ðåàêöèé
ðåñòðèêöèè è ñîîòâåòñòâóþùåå êîëè÷åñòâî âèçóàëèçàöèè ïðîäóêòîâ ðåñòðèöèè ìåòîäîì
ýëåêòðîôîðåçà. Íå ïîçâîë åò äèôôåðåíöèðîâàòü ñèáèðñêîãî è ðóññêîãî îñåòðîâ (íåñóùåãî
«baerii-like» ãàïëîòèï).

Òåõíè÷åñêîé çàäà÷åé çà âëåííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ðàñøèðåíèå ñïåêòðà
âèäîñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ, ïîçâîë þùèõ äåòåêöèþ íàëè÷è  ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ
âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá, îáèòàþùèõ íà òåððèòîðèè ÐÔ.

Ïîñòàâëåííà  çàäà÷à äîñòèãàåòñ  íàáîðîì îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ äë 
îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îñåòðîâûõ ðûá è ïðîäóêöèè èç íèõ, ïðè÷åì
îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð âûáèðàþò ñî ñëåäóþùèìè íóêëåîòèäíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè:

Íàáîð îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè
îñåòðîâûõ ðûá è ïðîäóêöèè èç íèõ, ïðè÷åì îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð âûáèðàþò ñî
ñëåäóþùèìè íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè: îáðàòíûé ïðàéìåð AHR
(TATACACCATTATCTCTATGT) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê îñåòðîâûì
ðûáàì, è ïð ìûå ïðàéìåðû:

AGF (GCACAGACTATGTGGTATCCAGAA) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê
ðóññêîìó îñåòðó,

ABF (CAGATGCCAGTAACAGGCTGA) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê
ðóññêîìó ("baerii-like" ìòÄÍÀ ãàïëîòèï) è ñèáèðñêîìó îñåòðàì,

ABRM (TGTCTGTCTAGAACATAtG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê
ñèáèðñêîìó îñåòðó, HusF (TATCTATTACCTGCGAGCAGGCTG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé
ïðèíàäëåæíîñòè ê áåëóãå,

DauF (CCTCTTATGTACGCGGTGT) äë  ïðèíàäëåæíîñòè ê êàëóãå,
SchF (TGTGGGGTCACGGACTTTACAG) äë  ïðèíàäëåæíîñòè ê àìóðñêîìó îñåòðó
NudF (TGTCTTTTCTGAAGGAGCTTTGC) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

øèïó,
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RutF (GGGAATAACCGTTAATTTGG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê
ñòåðë äè,

SteF (GGGGTTCTTGGCATGTTGTGAGCG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê
ñåâðþãå.

Â ðåçóëüòàòå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðåãóë ðíîãî ó÷àñòêà
ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ âîñüìè îñíîâíûõ âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá (ðóññêèé, ñèáèðñêèé,
àìóðñêèé îñåòðû, áåëóãà, êàëóãà, øèï, ñòåðë äü è ñåâðþãà) áûë ñîçäàí íàáîð
âèäîñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ, ïîçâîë þùèõ äåòåêöèþ íàëè÷è  ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ.
Àíàëèçèðîâàòüñ  ìîãóò êàê îáðàçöû òêàíè îñåòðîâûõ ðûá (îáðàçöû ïëàâíèêà, ìóñêóëàòóðû,
ïå÷åíè è ò.ä.), òàê è èêðû è äðóãèõ ïðîäóêòîâ, ïîëó÷àåìûõ èç îñåòðîâûõ ðûá, íàïðèìåð
áàëû÷íà  ïðîäóêöè .

Ìåòîä ÏÖÐ-èíäåíòèôèêàöèè îñåòðîâûõ ðûá âêëþ÷àåò âûäåëåíèå ÄÍÊ, ïðîâåäåíèå ÏÖÐ
è âèçóàëèçàöèþ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå.

Âûâåäåíèå ÄÍÊ.
Âûäåëåíèå ÄÍÊ ìîæåò ïðîâîäèòñ  ëþáûì îáùåïðèí òûì ìåòîäîì. Íàìè â ðàáîòå

ïðèìåí ëîñü ãëàâíûì îáðàçîì ìåòîä ñîëåâîé ýêñòðàêöèè (Aljanabi S Ì & Martinez I
1997. Universal and rapid salt-extraction of high quality gnomic DNA for PCR-based
techniques. Nucleic Acids Research. 25 (20): 4692-4693) è âûäåëåíèå ñ ïîìîùüþ
ôåíîëüíîãî ìåòîäà (Ìàíèàòèñ Ò., Ôðè÷ Ý., Ñýìáðóê Äæ. Ìîëåêóë ðíîå êëîíèðîâàíèå. Ì.:
Ìèð, 1984. 480 ñ.), à òàêæå íà ñîðáåíòñîäåðæàùèõ êîëîíêàõ (Sigma). Ïðè âûäåëåíèè ÄÍÊ
èç èêðû ïåðåä ëèçèðîâàíèåì íåîáõîäèìî óäàëèòü îáîëî÷êó èêðèíêè, ÷òîáû èçáåæàòü
ïîñëåäóþùåå èíãèáèðîâàíèå ÏÖÐ ðåàêöèè ïîëèñàõàðèäàìè  éöåâîé îáîëî÷êè.

Ïðîâåäåíèå ÏÖÐ (ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè).
Âñå ÏÖÐ-ðåàêöèè ïðîâîäèëèñü â îáúåìå 25 ìêë ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâè õ:
1õ Taq-áóôåð (Ñèëåêñ, Ìîñêâà, ñîñòàâ: (10õ) 700 ìM Òðèñ-HCl, ðÍ 8.6/25°Ñ, 166 ìM

(NH4)2SO4, 25 ìM MgCl2, 2.5 ìÌ êàæäîãî dNTP (Äèàëàò, Ìîñêâà), 2,5-5 ïèêîÌ ïðàéìåðîâ
(ïðàéìåðû ñîãëàñíî òàáë. 1 è ðàçáèðàåìûì íèæå ïðèìåðàì), 2,8 ìêë Êðåàçîë-ãëèöåðèí
(3,5 ìM êðåçîëîâûé êðàñíûé, 50% âîäíûé ðàñòâîð ãëèöåðèíà), 2,5U Taq-ïîëèìåðàçû
(Ñèëåêñ-Ì) è 2 ìêë ýêñòðàêòà ÄÍÊ, âîäû (milliQ) äî 25 ìêë).

ÏÖÐ ðåàêöè  ïðîâîäèëàñü ïðè ñëåäóþùèõ ïàðàìåòðàõ:
Ïðåäâàðèòåëüíûé îòæèã ïðè 95°Ñ - 2 ìèí.
Îòæèã 92°Ñ - 20 ñåê.
Îòæèã 57°Ñ - 30 ñåê.
Ñèíòåç 72°Ñ - 30 ñåê.
Âñåãî 35 öèêëîâ.
Îêîí÷àòåëüíûé ñèíòåç 72°Ñ 10 ìèí.
Ïîëó÷àåìûå â õîäå ðåàêöèè âèäîñïåöèôè÷íûå àìïëèêîíû (ïðîäóêòû ÏÖÐ) èìåþò

ñëåäóþùèå ðàçìåðû (Òàáë.1, ÷åðòåæ).
Ïðàéìåðû ðàçðàáîòàíû òàêèì îáðàçîì, ÷òî èìååòñ  âîçìîæíîñòü ïîñòàíîâêè

ìóëüòèïëåêíîé ÏÖÐ-ðåàêöèè, ò.å. ñ äîáàâëåíèåì áîëåå äâóõ ïðàéìåðîâ â ðåàêöèîííóþ
ñìåñü. Îäíàêî ïîäáîð óñëîâèé ÏÖÐ ðåàêöèè è êîíöåíòðàöèè êàæäîãî èç ïðàéìåðîâ äîëæåí
ïðîâîäèòüñ  íÂ êàæäîé ëàáîðàòîðèè ñàìîñòî òåëüíî. Íàìè ðóòèííî èñïîëüçóåòñ  íàáîð
äë  ìóëüòèïëåêñíîé ðåàêöèè íà îïðåäåëåíèå ðóññêîãî è ñèáèðñêîãî îñåòðîâ (AGF, ABF,
ABRM, AHR) â ïðîïîðöèè 1:2:1:1 è òåõ æå ïàðàìåòðàõ àìïëèôèêàöèè, ÷òî è äë  îäèíî÷íûõ
ðåàêöèé.

Âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå.
Ïðîäóêò ÏÖÐ íàíîñèòñ  íà 2% àãàðîçíûé ãåëü (0,5õ ÒÂÅ) è ðàçãîí åòñ  30 ìèí ïðè

íàïð æåíèè 15 Â/ñì. Îïðåäåëåíèå âèäîâîãî ñîñòàâà ïðîâîäèòñ  ïî íàëè÷èþ àìïëèôèêàòà
â ðåàêöèè ñ ïðàéìåðàìè, ñïåöèôè÷íûìè äë  äàííîãî âèäà. Â ðåàêöè õ ñ äðóãèìè
ïðàéìåðàìè ÏÖÐ ïðîäóêò äîëæåí îòñóòñòâîâàòü. Äîïóñêàåòñ  íàíåñåíèå â îäíó ëóíêó
ïðîäóêò âñåõ ðåàêöèé äàííîé îñîáè. Â ýòîì ñëó÷àå âèäîâà  ïðèíàäëåæíîñòü îïðåäåë åòñ 
ïî äëèíå ÏÖÐ ïðîäóêòà. Äë  óäîáñòâà îïðåäåëåíè  âèäà â ïðîöåññå òåñòèðîâàíè  áûëà
ñîñòàâëåíà ñìåñü èç ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ âñåõ âîçìîæíûõ äëèí, ïîëó÷àåìûõ â ïðîöåññå ðåàêöèè
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(138, 190, 215, 253, 266, 329, 374, 420 è 429 ï.í.). Ñìåñü ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ íàíîñèòñ  íà
àãàðîçíûé ãåëü îäíîâðåìåííî ñ òåñòèðóåìûìè îáðàçöàìè è  âë åòñ  ðåïåðíûì ìàðêåðîì
ìîëåêóë ðíîé ìàññû, ïîçâîë þùèì âèçóàëüíî èäåíòèôèöèðîâàòü ðåçóëüòàòû
òåñòèðîâàíè  (ñì. ÷åðòåæ).

Ïðèìåðû èñïîëüçîâàíè  íàáîðà îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ äë  îïðåäåëåíè 
âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îñåòðîâûõ ðûá è ïðîäóêöèè èç íèõ.

Ïðèìåð 1. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè, çà âëåííîé êàê
ðóññêèé îñåòð.

1. Âûäåë åì ÄÍÊ èç îáðàçöà òêàíè ñîëåâûì ìåòîäîì (Aljanabi and Martinez 1997) è
ñòàâèì ÏÖÐ 25 ìêë ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâè õ:

265 ìêë 10õ Taq-áóôåð (ñîñòàâ: 10õ: 700 ìM Òðèñ-HCl, ðÍ 8.6 / 25°Ñ, 166 ìM (NH4)2SO4,
25 ìM MgCl2 Ñèëåêñ, Ìîñêâà), 2.5 ìÌ êàæäîãî dNTP (Äèàëàò, Ìîñêâà), 2,5 ïÌ ïðàéìåðîâ
AHR, AGF, è ABRM êàæäîãî, 10 ïÌ ïðàéìåðà ABF, 2,8 ìêë Êðåàçîë-ãëèöåðèí (3,5 ìM
êðåçîëîâûé êðàñíûé, 50% âîäíûé ðàñòâîð ãëèöåðèíà), 2,5U Taq-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ-Ì) è
2 ìêë ýêñòðàêòà ÄÍÊ, âîäû (milliQ) äî 25 ìêë).

ÏÖÐ ðåàêöè  ïðîâîäèëàñü ïðè ñëåäóþùèõ ïàðàìåòðàõ:
Ïðåäâàðèòåëüíûé îòæèã ïðè 95°Ñ - 2 ìèí.
Îòæèã 92°Ñ - 20 ñåê.
Îòæèã 57°Ñ - 30 ñåê.
Ñèíòåç 72°Ñ - 30 ñåê.
Âñåãî 35 öèêëîâ.
Îêîí÷àòåëüíûé ñèíòåç 72°Ñ - 10 ìèí.

Ïî îêîí÷àíèè ñèíòåçà íàíîñèì íà 2% àãàðîçíûé ãåëü 10 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè
(0.5õÒÂÅ), à òàêæå ìàðêåð ìîëåêóë ðíîé ìàññû è ïðîâîäèì ýëåêòðîôîðåç ïðè íàïð æåíèè
15 Â/ñì â òå÷åíèå 30 ìèíóò.

Ïðèñóòñòâèå íà ýëåêòðîôîðåãðàììå îäíîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà äëèíîé 420 ï.í. (êàê íà
äîðîæêå 2 ÷åðòåæà) ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî èçó÷àåìûé îáðàçåö âç ò îò îñîáè ðóññêîãî
îñåòðà (A. gueldenstaedtii) ñ òèïè÷íûì ãàïëîòèïîì. Ïðèñóòñòâèå ïðîäóêòà äëèíîé òîëüêî
215 ï.í. (êàê íà äîðîæêå 3 ÷åðòåæà) ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî èçó÷àåìûé îáðàçåö âç ò îò
îñîáè ðóññêîãî îñåòðà (A. gueldenstaedtii) ñ ãàïëîòèïîì "baeri-like". Ïðèñóòñòâèå íà
ãåëå äâóõ ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ (215 è 138 ï.í., äîðîæêà 4 ÷åðòåæà) ãîâîðèò î òîì, ÷òî âç òûé
îáðàçåö ïðèíàäëåæèò íå ðóññêîìó (A. gueldenstaedtii), à ñèáèðñêîìó îñåòðó (À.
baerii). Îòñóòñòâèå ÏÖÐ ïðîäóêòà ìîæåò óêàçûâàòü êàê íà òî, ÷òî ÄÍÊ â îáðàçöå
äåãðàäèðîâàíà (òðåáóåòñ  ïðîâåäåíèå êîíòðîë  ÷èñòîòû, êîíöåíòðàöèè è ôðàãìåíòíîé
ñîñòàâë þùåé ÄÍÊ ýêñòðàêòà), òàê è íà òî, ÷òî îáðàçåö ïðèíàäëåæèò äðóãèì âèäàì
îñåòðîâûõ (ïðîâåðêà ñ äðóãèìè ïðàéìåðàìè èç ïðåäëàãàåìîãî íàáîðà) èëè íå ïðèíàäëåæèò
ê îñåòðîâûì.

Ïðèìåð 2. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè, çà âëåííîé êàê
ñèáèðñêèé îñåòð (A. baerii).

Âûäåëåíèå ÄÍÊ, ïîñòàíîâêà ÏÖÐ è âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå
ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå. Äâà ÏÖÐ-ïðîäóêòà äëèíîé 138 è 213 ï.í. (êàê íà
äîðîæêå 4 ÷åðòåæà) óêàçûâàåò íà âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü èçó÷åííîãî îáðàçöà ê
ñèáèðñêîìó îñåòðó (A. baerii)

Ïðèìåð 3. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè, çà âëåííîé êàê øèï
(A. nudiventris).

Âûäåëåíèå ÄÍÊ, ïîñòàíîâêà ÏÖÐ è âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå
ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå, îäíàêî âìåñòî óêàçàííûõ âûøå ïðàéìåðîâ â
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë åòñ  ïî 5 ïÌ ïðàéìåðîâ AHR è NudF. Ïðîäóêò äëèíîé 331 ï.í.
(êàê íà äîðîæêå 8 ÷åðòåæà) óêàçûâàåò íà âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü èçó÷åííîãî îáðàçöà ê
øèïó (A. nudiventris).

Ïðèìåð 4. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè, çà âëåííîé êàê
ñòåðë äü (A. rutenus).

Âûäåëåíèå ÄÍÊ, ïîñòàíîâêà ÏÖÐ è âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå
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ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå, îäíàêî âìåñòî óêàçàííûõ âûøå ïðàéìåðîâ â
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë åòñ  ïî 5 ïÌ ïðàéìåðîâ AHR è RutF. Ïðîäóêò äëèíîé 190 ï.í.
(êàê íà äîðîæêå 5 ÷åðòåæà) óêàçûâàåò íà âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü èçó÷åííîãî îáðàçöà ê
ñòåðë äè (A. rutenus).

Ïðèìåð 5. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè, çà âëåííîé êàê
êàëóãà (Huso dauricus).

Âûäåëåíèå ÄÍÊ, ïîñòàíîâêà ÏÖÐ è âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå
ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå, îäíàêî âìåñòî óêàçàííûõ âûøå ïðàéìåðîâ â
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë åòñ  ïî 5 ïÌ ïðàéìåðîâ AHR è DauF. Ïðîäóêò äëèíîé 438 ï.í.
(êàê íà äîðîæêå 10 ÷åðòåæà) óêàçûâàåò íà âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü èçó÷åííîãî îáðàçöà ê
êàëóãå (Huso dauricus).

Ïðèìåð 6. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè, çà âëåííîé êàê
àìóðñêèé îñåòð (A. schrenkii).

Âûäåëåíèå ÄÍÊ, ïîñòàíîâêà ÏÖÐ è âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå
ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå, îäíàêî âìåñòî óêàçàííûõ âûøå ïðàéìåðîâ â
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë åòñ  ïî 5 ïÌ ïðàéìåðîâ AHR è SchF. Ïðîäóêò äëèíîé 246 ï.í.
(êàê íà äîðîæêå 10 ÷åðòåæà) óêàçûâàåò íà âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü èçó÷åííîãî îáðàçöà ê
àìóðñêîìó îñåòðó (A. schrenkii).

Ïðèìåð 7. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà ïèùåâîé èêðû, çà âëåííîé
êàê èêðà ñåâðþãè (A. stellatus).

Âûäåëåíèå ÄÍÊ ïðîâîäèòñ  ñîãëàñíî ïðîòîêîëó âûäåëåíè  ñîëåâûì ìåòîäîì (Aljanabi
and Martmez 1997) ñî ñëåäóþùåé ìîäèôèêàöèåé: èêðèíêà ïîìåùàåòñ  â ëèçèðóþùèé
áóôåð, ðàçäàâëèâàåòñ  ñòåðèëüíûì íàêîíå÷íèêîì, è îáîëî÷êà èêðèíêè èçâëåêàåòñ  èç
ëèçèðóþùåãî ð-ðà. Ïîñòàíîâêà ÏÖÐ è âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå
ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå, îäíàêî âìåñòî óêàçàííûõ âûøå ïðàéìåðîâ â
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë åòñ  ïî 5 ïÌ ïðàéìåðîâ AHR è SteF. Ïðîäóêò äëèíîé 266 ï.í.
(êàê íà äîðîæêå 7 ÷åðòåæà) óêàçûâàåò íà âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü èçó÷åííîãî îáðàçöà ê
ñåâðþãå (A. stellatus).

Ïðèìåð 8. Ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà ïðîäóêòà ïåðåðàáîòêè
îñåòðîâûõ, çà âëåííîé êàê áàëûê èç ôèëå áåëóãè (Huso huso)

Âûäåëåíèå ÄÍÊ, ïîñòàíîâêà ÏÖÐ è âèçóàëèçàöè  ïðîäóêòîâ ÏÖÐ íà àãàðîçíîì ãåëå
ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå, îäíàêî âìåñòî óêàçàííûõ âûøå ïðàéìåðîâ â
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë åòñ  ïî 5 ïÌ ïðàéìåðîâ AHR è HusF. Ïðîäóêò äëèíîé 375 ï.í.
(êàê íà äîðîæêå 8 ÷åðòåæà) óêàçûâàåò íà âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü èçó÷åííîãî îáðàçöà ê
áåëóãå (Huso huso)

Ïðèìåð 9. Îïðåäåëåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè îñåòðîâûõ ðûá
íåèçâåñòíîãî âèäà.

Âûäåëåíèå ÄÍÊ êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå. Âûäåëåííà  ÄÍÊ ñëóæèò ìàòðèöåé äë  6
ÏÖÐ ðåàêöèé: íà îïðåäåëåíèå ðóññêîãî è ñèáèðñêîãî îñåòðîâ (ïðàéìåðû AHR, ABF, AGF,
ABRM), àìóðñêîãî îñåòðà (ïðàéìåðû AHR è SchF), ñòåðë äè (ïðàéìåðû AHR è RutF),
ñåâðþãè (ïðàéìåðû AHR è SteF), øèïà (ïðàéìåðû AHR è NudF), Êàëóãè (ïðàéìåðû AHR è
DauF), áåëóãè (ïðàéìåðû AHR è HusF). Ïðîäóêòû âñåõ ÏÖÐ íàíîñ òñ  íà ñìåæíûå äîðîæêè
àãàðîçíîãî ãåë . Â çàâèñèìîñòè îò òîãî, â êàêîé èç ðåàêöèé îáðàçîâàëñ  ÏÖÐ ïðîäóêò,
äåëàåòñ  çàêëþ÷åíèå î âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè èçó÷àåìîãî îáðàçöà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìàðêåðà ìîëåêóë ðíûõ ìàññ (â äèàïàçîíå 100-500 ï.í.) âîçìîæíî íàíåñåíèå ñìåñè âñåõ
ÏÖÐ ïðîäóêòîâ â îäíó äîðîæêó ãåë . Â ýòîì ñëó÷àå îïðåäåë åòñ  äëèíà ÏÖÐ ïðîäóêòà è â
ñîîòâåòñòâèè ñ òàáë.1 äåëàåòñ  çàêëþ÷åíèå î âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè èçó÷àåìîãî
îáðàçöà.

Ïðèìåð 10. Îïðåäåëåíèå âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè îáðàçöà òêàíè îñåòðîâûõ ðûá
íåèçâåñòíîãî âèäà, õðàíèâøåãîñ  íå â îïòèìàëüíûõ óñëîâè õ è ñîäåðæàùåãî ñèëüíî
äåãðàäèðîâàííóþ ÄÍÊ (ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà «ãíåçäîâîãî ÏÖÐ»).

Âûäåëåíèå ÄÍÊ êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå. ÏÖÐ-äèàãíîñòèêà ïðîâîäèòñ  â äâà ýòàïà
ìåòîäîì «ãíåçäîâîãî ÏÖÐ» (nested PCR). Íà ïåðâîì ýòàïå ïðîâîäèòüñ  àìïëèôèêàöè 
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ó÷àñòêà ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ áîëüøåãî ðàçìåðà, ÷åì èñïîëüçóåòñ  â òåñòå (ñ
«íàðóæíûõ» ïðàéìåðîâ). Íà âòîðîì ýòàïå èñïîëüçóåòñ  ïðåäëàãàåìûé íàáîð
äèàãíîñòè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ. Ïåðâûé ÏÖÐ ïðîâîäèòñ  êàê â ïðåäûäóùåì ïðèìåðå, îäíàêî
âìåñòî óêàçàííûõ âûøå ïðàéìåðîâ â ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë åòñ  ïî 5 ïÌ ïðàéìåðîâ
DL651 (ATCTTAACATCTTCAGTG) è AHR3 (CATACCATAATGTTTCATCTACC).

ÏÖÐ ðåàêöè  ïðîâîäèëàñü ïðè ñëåäóþùèõ ïàðàìåòðàõ:
Ïðåäâàðèòåëüíûé îòæèã ïðè 95°Ñ - 2 ìèí.
Îòæèã 92°Ñ - 20 ñåê.
Îòæèã 52°Ñ - 30 ñåê.
Ñèíòåç 72°Ñ - 30 ñåê.
Âñåãî 35 öèêëîâ.
Îêîí÷àòåëüíûé ñèíòåç 72°Ñ 10 ìèí.
Âòîðîé öèêë ÏÖÐ ðåàêöèé ïðîâîäèòñ  êàê â ïðèìåðå 9, íî âìåñòî ýêñòðàêòà ÄÍÊ â

êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçóåòñ  1 ìêë ïðîäóêòà ïåðâîé ÏÖÐ ðåàêöèè. Âèçóàëèçàöè  è
çàêëþ÷åíèå î âèäîâîì ñîñòàâå ïðîâîäèòüñ  êàê â ïðèìåðå 9.

Òàáëèöà 1.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ èñïîëüçóåìûå äë  âèäîâîé èäåíòèôèêàöèè è õàðàêòåðèñòèêà ïîëó÷àåìîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà

Íàçâàíèå Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Èñïîëüçóåòñ  ñ Äëèíà ïðîäóêòà Âèäîñïåöèôè÷íîñòü

AHR TATACACCATTATCTCTATGT AHR Âñå âèäû

AGF GCACAGACTATGTGGTATCCAGAA AHR 420 ðóññêèé

ABF CAGATGCCAGTAACAGGCTGA AHR 215 Ðóññêèé (baerii-like) è ñèáèðñêèé

ABRM TGTCTGTCTAGAACATATG ABF 138 ñèáèðñêèé

HusF TATCTATTACCTGCGAGCAGGCTG AHR 374 áåëóãà

DauF CCTCTTATGTACGCGGTGT AHR 439 êàëóãà

NudF TGTCTTTTCTGAAGGAGCTTTGC AHR 329 øèï

RutF GGGAATAACCGTTAATTTGG AHR 190 ñòåðë äü

SteF GGGGTTCTTGGCATGTTGTGAGCG AHR 266 ñåâðþãà

SchF TGTGGGGTCACGGACTTTACAG AHR 254 àìóðñêèé îñåòð
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Íàáîð îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè âîñüìè

âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá è ïðîäóêöèè èç íèõ, ïðè÷åì îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð âûáèðàþò ñî
ñëåäóþùèìè íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè:

îáðàòíûé ïðàéìåð AHR (TATACACCATTATCTCTATGT) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé

Ñòðàíèöà: 10

CL

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 332 463 C1

ïðèíàäëåæíîñòè ê îñåòðîâûì ðûáàì è ïð ìûå ïðàéìåðû:
AGF (GCACAGACTATGTGGTATCCAGAA) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

ðóññêîìó îñåòðó,
ABF (CAGATGCCAGTAACAGGCTGA) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

ðóññêîìó ("baerii-like" ìòÄÍÀ ãàïëîòèï) è ñèáèðñêîìó îñåòðàì,
ABRM (TGTCTGTCTAGAACATAtG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

ñèáèðñêîìó îñåòðó, HusF (TATCTATTACCTGCGAGCAGGCTG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé
ïðèíàäëåæíîñòè ê áåëóãå,

DauF (CCTCTTATGTACGCGGTGT) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê êàëóãå,
SchF (TGTGGGGTCACGGACTTTACAG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

àìóðñêîìó îñåòðó,
NudF (TGTCTTTTCTGAAGGAGCTTTGC) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé
ïðèíàäëåæíîñòè ê øèïó,
RutF (GGGAATAACCGTTAATTTGG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

ñòåðë äè è
SteF (GGGGTTCTTGGCATGTTGTGAGCG) äë  îïðåäåëåíè  âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ê

ñåâðþãå.
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