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Аннотация. Mugil cephalus L., 1758 (лобан) – ценная промысловая рыба и перспективный объект разведения 
в бассейнах Черного и Азовского морей. Изучение его паразитофауны крайне важно для рыбного промысла 
и марикультуры. Одними из массовых эктопаразитов, обитающих на жабрах кефалевых, являются моноге-
неи рода Ligophorus. На лобане в Азово-Черноморском регионе паразитируют два представителя этого рода: 
Ligophorus mediterraneus Sarabeev, Balbuena et Euzet, 2005 и Ligophorus cephali Rubtsova, Balbuena, Sarabeev, 
Blasco-Costa et Euzet, 2006. Морфологическое определение этих видов весьма трудоемко и требует высокого 
уровня квалификации. Для быстрого и точного различия двух названных видов паразитов нами разработан 
метод, основанный на ПЦР вариабельных участков рибосомного гена 28S. Данный ген широко использует-
ся для молекулярной таксономии рода Ligophorus. В настоящей работе применялись три подхода: анализ 
длины амплифицированных фрагментов, аллель-специфичная ПЦР с детекцией в конечной точке и аллель-
специфичная ПЦР в реальном времени с использованием интеркалирующего красителя SYBR Green. Первый 
подход заключался в подборе праймеров для получения ПЦР-продуктов различной длины, которые были 
характерны для L. mediterraneus или L. cephali. Этот подход был осуществлен благодаря наличию нескольких 
вариабельных локусов, которые находятся на расстоянии друг от друга. ПЦР-смесь содержала три прайме-
ра: один прямой и два обратных. Прямой праймер был комплементарен консервативному участку, который 
не различался между видами. Обратные праймеры были видоспецифичны, при этом для каждого вида они 
были комплементарны различным участкам ДНК, которые расположены на удалении 100 п. н. друг от дру-
га. В результате L. mediterraneus характеризовался более короткими ампликонами, чем L. cephali. Для второ-
го и третьего подхода конструировалась пара праймеров по следующему принципу: прямой праймер был 
комплементарен обоим видам, так как подбирался к консервативному участку гена. Обратные праймеры 
были видоспецифичными и разрабатывались к вариабельному участку 28S. На этом участке два вида пара-
зита различались тремя точечными мутациями. Таким образом, одна пара праймеров была комплементарна 
L. mediterraneus, вторая – L. cephali. Анализ длины амплифицированных фрагментов и аллель-специфичная 
ПЦР в реальном времени продемонстрировали 100 % совпадение результатов генотипирования при срав-
нении с морфологической идентификацией и секвенированием по Сэнгеру. Разработанные протоколы гено-
типирования могут быть использованы не только для различия обитающих на лобане двух видов Ligophorus 
при экологических исследованиях и в ветеринарной практике, но и для последующей разработки подобных 
методов для других моногеней, среди которых много патогенных видов. 
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Abstract. Mugil cephalus L., 1758 (flathead mullet) is a valuable commercial fish and a promising object of artificial 
breeding in the Black Sea and the Sea of Azov, and the study of its parasite fauna is important for fishery and 
mariculture. Monogeneans of the genus Ligophorus are common ectoparasites dwelling on the gills of mullets. 
Two representatives of this genus parasitise flathead mullet in the Azov-Black Sea region, namely Ligophorus 
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Введение
Моногенеи (Platyhelminthes: Monogenea) – паразиты, 
преимущественно рыб, имеющие прямой жизненный 
цикл. Каждый год описывают десятки новых таксонов 
этих паразитов. Их разнообразие достигло 5000  видов 
(Vanhove, 2013), и многие имеют эпизоотическое значение 
(Cribb et al., 2002; Bakke et al., 2007; Rubio-Godoy, 2007). 
Границы большинства видов установлены на основании 
морфологических критериев, а для видовой идентифи-
кации используются главным образом форма и размеры 
структур прикрепительного диска (Yamaguti, 1963; Гусев 
и др., 1985; Pugachev et al., 2009; Vignon, 2011; Strona et 
al., 2014; Kalafi et al., 2016). Однако эти структуры имеют 
высокую внутривидовую изменчивость (Ergens, Gelnar, 
1985; Caltran et al., 1995; Dmitrieva, Dimitrov, 2002; Olstad 
et al., 2009; Mladineo et al., 2013). Последнее существенно 
затрудняет определение видовой принадлежности моно-
геней, а также ставит вопрос об установлении рамок их 
внутри- и межвидовой изменчивости. Сопоставление с ре-
альными коллекционными образцами для подтверждения 
определения часто осложнено из-за труднодоступности 
коллекций с типовыми материалами. Сравнение организ-
мов с множеством «похожих» видов из разных районов по 
кратким описаниям и порой неточным рисункам далеко не 
всегда позволяет достоверно определить вид. В результате 
увеличение числа «ложных» и недооценка «скрытых» 
видовых таксонов могут приводить к неправильному по-
ниманию филогенеза, разнообразия и распространения 
представителей отдельных групп моногеней (Poisot et 
al., 2011), а иногда к проблемам с определением статуса 
патогенных видов, как, например, в случае с Gyrodactylus 
salaris и G. thymalli (Fromm et al., 2014; Mieszkowska et 
al., 2018).

mediterraneus Sarabeev, Balbuena et Euzet, 2005 and Ligophorus cephali Rubtsova, Balbuena, Sarabeev, Blasco-
Costa et Euzet, 2006. Morphological identification of these species requires spending much time and a high level 
of experience in monogenean taxonomy. For quick and correct species identification of these parasites, we have 
developed a genotyping approach based on the polymerase chain reaction of allele-specific gene sites for various 
Monogenea species. A fragment of the 28S ribosomal gene, which includes conserved and variable sites, was 
chosen as a genetic marker. Three approaches were used as follows: amplified fragment length analysis, allele-
specific PCR with endpoint detection and allele-specific real-time PCR using SYBR Green intercalating dye. The 
first approach was by obtaining PCR products of different lengths that were specific either to L. mediterraneus or 
to L. cephali. This approach was implemented due to the presence of several variable sites located at a distance 
from each other. The PCR mixture contained three primers: one forward and two reverse. The forward primer 
was complementary to the conserved site, which did not differ between species. Reverse primers were species-
specific and, for each species, they were complementary to different DNA regions located 100 bp apart. As a result, 
L. mediterraneus was characterized by shorter amplicons than L. cephali. For the second and third approaches, 
a pair of primers was designed according to the following principle: the forward primer was complementary to 
both species, since it was selected for the conserved gene region. Reverse primers were species-specific and were 
designed for the 28S variable region. The two parasite species were distinguished by three-point mutations. Thus, 
one pair of primers was complementary to L. mediterraneus, the other, to L. cephali. The amplified fragment length 
analysis and the allele-specific real-time PCR demonstrated 100 % coincidence of genotyping results compared 
with Sanger sequencing. The developed genotyping protocols can be used not only to distinguish two species of 
Ligophorus from flathead mullet in ecological studies and veterinary practice but also for further development of 
similar approaches for other monogeneans, among which there are many pathogenic species.
Key words: genotyping; allele-specific PCR; Monogenea; Ligophorus; Mugil cephalus. 
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В связи с вышесказанным разработка подходов и ме-
тодов, позволяющих максимально точно идентифициро-
вать виды моногеней, остается актуальной задачей как 
в теоретическом, так и в практическом плане. Одним из 
перспективных направлений в молекулярно-генетических 
исследованиях паразитов является разработка методов 
генотипирования видов и внутривидовых локальных груп-
пировок, как для целей исследования биоразнообразия от-
дельных таксонов, так и для целей экспресс-диагностики 
видов и их популяций (Токарев и др., 2015). В отношении 
моногеней такие работы единичны (Fromm et al., 2013, 
2014; Mieszkowska et al., 2018), при этом в нескольких 
статьях рассматриваются проблемы ДНК-баркодинга 
видов моногеней (Littlewood, 2008; Vanhove, 2013). Моле-
кулярные исследования моногеней рода Ligophorus Euzet 
et Suriano, 1977 ограничены несколькими работами, по 
результатам которых в базе GenBank NCBI размещено 
135 последовательностей рибосомного кластера яДНК (на 
27.11.2021). Фрагменты 18S, ITS1, 5.8S и 28S получены 
для 12 видов из Средиземного моря и двух видов из Чер-
ного моря (Blasco-Costa et al., 2012; Rodríguez-González 
et al., 2015). Для двух видов у побережья Бразилии секве-
нированы 18S, ITS1, 5.8S и 28S (Marchiori et al., 2015), а 
для 14 видов из Индийского океана получены фрагменты 
18S, 28S и ITS1 (Soo et al., 2015; Khang et al., 2016; Pakdee 
et al., 2019). В ряде исследований (Blasco-Costa et al., 
2012; Rodríguez-González et al., 2015; Khang et al., 2016) 
проводилось сравнение морфологической и генетической 
изменчивости, показавшее большую степень конгруэнт-
ности между филогенетическими реконструкциями, ос-
нованными на этих данных, что позволяет предполагать 
перспективность применения последовательностей рибо-
сомного кластера для генотипирования видов этого рода.
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Identification of Platyhelminthes Ligophorus (Monogenea)  
from the flathead mullet by PCR

Лобан Mugil cephalus L., 1758 относится к промысловым 
рыбам Черного и Азовского морей, а также перспектив-
ным объектам марикультуры в регионе, поэтому изучение 
его паразитофауны крайне важно не только с научной, но 
и с практической стороны. Моногенеи рода Ligophorus, 
обитающие на жабрах кефалевых, являются для лобана 
одними из массовых эктопаразитов. В Азово-Черномор-
ском регионе на лобане регистрируются L. mediterraneus 
Sarabeev, Balbuena et Euzet, 2005 и L. cephali Rubtsova, 
Balbuena, Sarabeev, Blasco-Costa et Euzet, 2006, имеющие 
морфологически сходные прикрепительные структуры 
(Dmitrieva et al., 2009a,  b), что затрудняет их видовое 
определение. В то же время данные виды имеют хороший 
уровень генетической дивергенции по рибосомным генам 
28S и ITS1 (Blasco-Costa et al., 2012). Такое расхождение 
обусловлено одиночными нуклеотидными заменами, ко-
торые характерны для L. cephali и L. mediterraneus. При 
оценке зараженности этими видами больших выборок 
рыб, например при выполнении экологических исследо-
ваний или при ветеринарно-санитарных обследованиях, 
использование морфологических признаков затруднитель-
но, а секвенирование с последующим проведением моле-
кулярной таксономии занимает много времени и требует 
больших финансовых затрат. Кроме того, на одной особи 
кефали могут паразитировать до восьми видов Ligophorus 
(Dmitrieva et al., 2012; Soo et al., 2015). Эта ситуация не 
уникальна, она встречается в отношении видов одного 
рода у многих представителей семейства Dactylogyridae, 
к которым относятся и лигофорусы.

С появлением ПЦР в реальном времени стали создавать 
альтернативные подходы для генотипирования, основан-
ные на аллель-специфической ПЦР, которые позволяют 
быстро и надежно провести видовую идентификацию. 
Однако для представителей семейства Dactylogyridae 
эти подходы не использовались. Таким образом, нашей 
целью было разработать экспресс-методику, с помощью 
которой можно различить два вида моногеней L. cephali 
и L. mediterraneus, паразитирующих на лобане в Азово-
Черноморском регионе, на основе изменчивости гена 
28S. Учитывая, что многие представители Dactylogyridae 
имеют эпизоотическое значение, разработка простых 
и недорогих методов экспресс-генотипирования видов 
этого таксона для различия патогенных и непатогенных 
видов, в том числе на стадии личинки, актуальна и в 
практическом смысле.

Материалы и методы
Сбор материала. Материалом для работы послужили 
20 экземпляров моногеней рода Ligophorus, собранных с 
жабр трех особей Mugil cephalus осенью 2019 г. в Черном 
море у побережья Крыма, в Балаклавской бухте. Червей 
собирали живыми, из части особи подготавливали гли-
церин-желатиновый препарат (Гусев, 1983) для идентифи-
кации видов по морфологии структур прикрепительного 
диска, другую часть этой же моногенеи фиксировали в 
96 % этаноле для молекулярно-генетических исследований.

Таксономическая идентификация. Видовое опреде-
ление проводили по форме и размерам срединных крюч-
ков и соединительных пластинок моногеней с использо-
ванием микроскопа Olympus CX41 и фазово-контрастной 

оптики при увеличении ×800–2000 на основе описаний 
видов Ligophorus от черноморских кефалей (Dmitrieva et 
al., 2009a, b). Измерения и фотографирование осущест-
вляли с помощью программы для обработки цифровых 
изображений CellSense.

Выделение ДНК и молекулярно-генетический 
анализ. Выделение проводили с использованием набора 
«ДНК-экстран» (ООО «Синтол», Россия). Каждую особь 
инкубировали в 100  мкл лизирующего буфера (ООО 
«Синтол») с 5 мкл протеиназы K (ООО «Синтол») и 1 мкл 
2-меркаптоэтанола при температуре 56 °C в течение 3 ч. 
После лизирования пробы встряхивали 20 с и дальней-
шее выделение ДНК выполняли согласно рекомендациям 
производителя. Элюцию ДНК проводили в 30 мкл. Вы-
деленную ДНК хранили при –20 °C.

Для молекулярной таксономии вида в качестве гене-
тического маркера был выбран рибосомный ген  28S, 
который используется при анализе данного рода (Blasco-
Costa et al., 2012; Soo et al., 2015; Pakdee et al., 2019). Фраг-
мент гена 28S амплифицировали с помощью праймеров 
U178 (5′-GCACCCGCTGAAYTTAAG-3′) и LSU1200R 
(5′-GCATAGTTCACCATCTTTCGG-3′) (Littlewood et 
al., 2000; Lockyer et al., 2003) по следующему протоко-
лу: предварительная денатурация при 95  °C в течение 
3 мин; затем 38 циклов (денатурация при 94 °C – 40 с, 
отжиг при 56 °C – 30 с, синтез при 72 °C – 45 с). Каждую 
ПЦР-реакцию выполняли в 25 мкл реакционной смеси, 
содержащей 1–10 нг матричной ДНК, по 0.4 мкМ каждого 
праймера, 5х ПЦР-смесь ScreenMix c Taq-полимеразой 
(OOO «Евроген», Россия). Детекцию продуктов амплифи-
кации проводили методом электрофореза в 1 % агарозном 
геле, окрашиванием бромидом этидия и визуализацией в 
ультрафиолетовом свете. ПЦР-продукты секвенировали 
в обоих направлениях с помощью стандартного набора 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 
на анализаторе ABI PRISM  3130 (Applied Biosystems 
Inc.). Полученные фрагменты 28S выравнивали в про-
грамме BIOEDIT (Hall, 1999), L. mediterraneus (JN996829, 
JN996828, JN996827) и L. cephali (JN996830) выбрали в 
качестве референсных последовательности. Все нукле-
отидные последовательности, полученные в ходе этого 
исследования, депонированы в международный банк гене-
тических данных GenBank: L. mediterraneus (MZ413895–
MZ413898) и L. cephali (MZ413887–MZ413893).

Подбор праймеров для генотипирования L. mediter­
raneus и L. cephali. Анализ фрагмента рибосомного 
гена 28S не выявил внутривидовой изменчивости по дан-
ному генетическому маркеру. Все нуклеотидные после-
довательности для каждого вида моногеней с лобана как 
из Средиземного моря (JN996829, JN996828, JN996827, 
JN996830), так и из Черного моря (данная работа) были 
идентичны. Всего было проанализировано семь после-
довательностей фрагмента 28S для L.  mediterraneus и 
восемь последовательностей для L. cephali. В то же время 
обнаружено несколько участков, имеющих характерные 
для L. mediterraneus и L. cephali мутации в районе 450–480, 
540–570 и 680–705 п. н. (рис. 1).

Для генотипирования отбирали те области ДНК, кото-
рые различались минимум на три нуклеотидные замены 
между двумя видами. Подбор праймеров, фланкирующих 
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полиморфные регионы, производился с использованием 
интернет-ресурса https://benchling.com/. Разработанные 
праймеры представлены в табл. 1.

Все обратные праймеры были протестированы на уро-
вень идентичности к другим видам с помощью алгорит-
ма blastn по генетической базе данных NCBI. Проверка 
была только для обратных праймеров, так как именно 
они обусловливают определение вида. По результатам 
праймеры CR450 и CR550 показали 100 % идентичность 
при 100 % покрытии только к виду L. cephali. Праймер 
MR450 кроме 100  % идентичности к L.  mediterraneus 
продемонстрировал такую же идентичность к виду 
L.  saladensis (номер GenBank KF442629). Данный вид 
встречается только у берегов Бразилии и обитает на 
другом хозяине – Mugil liza. Схожая ситуация и с прай-

мером CR650: помимо 100 % идентичности с L. cephali, 
обнаружена 100 % идентичность с L. heteronchus (номер 
GenBank JN996812). Этот паразит тоже обитает на другом 
хозяине – Planiliza saliens. Таким образом, среди всех из-
вестных паразитов лобана разработанные нами праймеры 
позволяют идентифицировать два вида – L. mediterraneus 
и L.  cephali, что дает возможность использовать их не 
только в Азово-Черноморском бассейне.

Анализ длин амплифицированных фрагментов. 
Для генотипирования на основе анализа различных длин 
ампликонов было выбрано два варианта смеси праймеров. 
В первом случае длины ампликонов, характерные для 
L. mediterraneus и L. cephali, различались на 120 нуклео
тидов, во втором  – на 250  нуклеотидов (табл.  2). Суть 
разработанного нами подхода заключается в следующем. 

Таблица 1. Последовательности разработанных праймеров, используемых для генотипирования

Название праймера Нуклеотидная последовательность, 5′–3′ Температура плавления, °C

MСF300 AAACCGATTGCAGGGAAGCTGG 59.8

CR450 GGACAGAGCATTAGCACCGGC 60.0

MR450 GGGCAGAGCATAAGCGCCG 60.7

CR550 AGCCAAGGGCCCACCAAAGCA 63.4

CR650 GTGCGCGGTCCGAGGACT 61.5

Таблица 2. Использование разработанных праймеров в зависимости от выбранного метода генотипирования

Метод Праймер Длина фрагмента,  
п. н.

Вид

прямой обратный

Анализ длин ПЦР-продукта U178 MR450 630 L. mediterraneus

CR550 750 L. cephali

U178 MR450 630 L. mediterraneus

CR650 880 L. cephali

Аллель-специфическая ПЦР  
в конечной точке

U178 MR450 630 L. mediterraneus

CR450 630 L. cephali

Аллель-специфическая ПЦР  
в режиме реального времени

MСF300 MR450 170 L. mediterraneus

CR450 170 L. cephali

ACGTGAAACCGATTGCAGGGAAGCTGGTGGAGT
ACGTGAAACCGATTGCAGGGAAGCTGGTGGAGT

MCF300

800700600500400300200100

GCCGGTGCTAATGCTCTGTCCTGAGCGATCTA
GCCGGCGCTTATGCTCTGCCCTGAGCGATCTA

CR450
MR450

CR550 CR650

AACTGTGCTTTGGTGGGCCCTTGGCTTGCCGGGTG
AACTGCACTTTGGTGGGCCCTCGGCCTGCCGGGTG

GTGCAGTCCTCGGACCGCGCACCGCTCAGAA
GTGCGGTCCTCGGACCGTGCCCCGCTCAGAA

Рис. 1. Консервативные и полиморфные участки рибосомного гена 28S для L. mediterraneus и L. сephali.

L. cephalii 
L. mediterraneus
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В ПЦР-смесь добавляются не два праймера (как при традиционной ПЦР), а три. 
Один праймер (прямой, U178) является комплементарным консервативному 
участку 28S и, соответственно, будет отжигаться у обоих видов. Второй праймер 
(обратный) разрабатывали для участка, который различается между двумя видами 

на несколько мутаций. В данной 
смеси это праймер MR450, кото-
рый комплементарен последова-
тельности, характеризующей вид 
L. mediterraneus. Третий праймер 
(обратный, CR550 или CR650) 
также разрабатывали для участка, 
который различается между двумя 
видами на несколько мутаций, но 
комплементарен L. cephali.

Таким образом, в зависимости 
от матрицы ДНК будет проис-
ходить отжиг и наработка про-
дукта с участием только одного 
из двух обратных праймеров. 
Обратные праймеры подобраны 
таким образом, что в случае 
отжига MR450 будет нарабаты-
ваться продукт длиной 630  п. н., 
а при отжиге другого обратного 
праймера длина ампликона будет 
длиннее. Так, при использовании 
праймера CR550 длина составит 
750  п. н., а при использовании 
CR650  – 880  п. н. В результате 
постановки ПЦР-реакции с тремя 
праймерами можно различить два 
вида лигофорусов, основываясь 
на длине ампликонов. 

Соотношение в ПЦР-смеси и 
условия амплификации были оди-
наковы в обоих вариантах. Объем 
реакционной смеси 20 мкл. Конеч-
ная концентрация каждого прай-
мера (ООО «Евроген», Россия) 
0.25 мкМ. Амплификация прохо-
дила по следующему протоколу: 
предварительная денатурация при 
95  °С  – 3  мин, затем 38  циклов 
(денатурация при 94  °С  – 40  с, 
отжиг при 56  °С  – 30  с, синтез 
при 72 °С – 45 с). Детекцию про-
дуктов амплификации проводили 
с помощью электрофореза в 1 % 
агарозном геле, окрашиванием 
бромидом этидия и визуализацией 
в ультрафиолетовом свете. Для 
видов моногеней была характерна 
своя длина ампликона, которая 
указана в табл. 1.

Аллель-специфичная ПЦР  
в конечной точке и ПЦР в реаль-
ном времени. Генотипирование 
на основе аллель-специфичной 
ПЦР с детекцией ПЦР-продукта 
в конечной точке, как и в режиме 
реального времени, проводили 
в реакционной смеси объемом 
20  мкл. Конечная концентрация 
каждого праймера (ООО «Евро-

а б

10 мкм 10 мкм

Рис. 2. Структуры прикрепительных дисков моногеней L. cephali (а) и L. mediterraneus (б), собран-
ных с жабр лобана Mugil cephalus в Черном море у побережья Крыма.

Рис. 3. Типирование образцов ДНК при помощи анализа длины амплифицированных фрагментов.
Здесь и на рис. 4: вверху указаны номера исследуемых особей и используемая смесь праймеров, внизу – 
вид, который был определен на основе морфологии и молекулярной таксономии.

Рис. 4. Типирование образцов ДНК при помощи аллель-специфичной ПЦР с детекцией в конеч-
ной точке.
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ген», Россия) составляла 0.2 мкМ. Используемые пары 
праймеров для каждого подхода указаны в табл. 2. Ам-
плификация с детекцией ПЦР-продукта в конечной точке 
проходила по такому же протоколу, как и для анализа длин 
амплифицированных фрагментов. 

При тестировании метода генотипирования с помощью 
аллель-специфичной ПЦР в режиме реального времени 
каждый образец анализировали в трех повторностях. 
Объем и состав реакционной смеси не менялся, тогда как 
условия амплификации были изменены: предварительная 
денатурация при 95 °С – 3 мин и затем 40 циклов (денату-
рация при 95 °С – 10 с, отжиг при 60 °С – 10 с, синтез при 
72 °С – 30 с). В конце анализировали кривую плавления 
для оценки образования димеров праймеров.

Результаты и обсуждение
Морфологическая идентификация видов
Среди 20 собранных особей по морфологии иденти-
фицировано два вида (рис. 2): 9 экземпляров L. cephali 
(пробы № 2, 3, 4, 6, 7, 10, 16, 17, 19) и 11 экземпляров 
L. mediterraneus (пробы № 1, 5, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 
20, 21).

Идентификация видов  
с помощью различных методов генотипирования
Для всех 20 особей проводился морфологический ана-
лиз, с помощью которого были идентифицированы виды 
моногеней. Анализ полученных нуклеотидных последова-
тельностей фрагмента рибосомного гена 28S подтвердил 
морфологическую идентификацию 11 особей и позволил 
выделить участки, по которым различаются эти два вида 
(см. рис.  1). Затем ко всем 20  особям Ligophorus были 
применены описанные выше методы разделения двух 
видов на основе аллель-специфичной ПЦР для оценки 
их эффективности.

Метод генотипирования анализа длины ПЦР-продуктов 
двух полиморфных участков рибосомного гена 28S пока-
зал четкое разделение видов L. cephali и L. mediterraneus 
(рис. 3). При использовании обоих вариантов смеси прай-
меров (U178+MR450+CR650 и U178+MR450+CR550) для 
всех особей наблюдалась амплификация ПЦР-продуктов 
только с одним обратным праймером, который имел пол-
ную комплементарность к исследуемому участку 28S. 

При генотипировании аллель-специфичной ПЦР с 
детекцией в конечной точке для каждой пробы ставилось 
две реакции амплификации с разным составом праймеров. 
В одном варианте обратный праймер был комплемента-
рен участку гена 28S, характерному для L. mediterraneus 
(MR450), в другом – этому же участку гена 28S, характер-
ному для L. cephali (CR450). Праймеры отличались на три 
нуклеотида. В ходе работы не удалось подобрать условия 
амплификации, при которых не происходило бы отжига 
праймеров, которые не полностью комплементарны.  
В результате при детекции в агарозном геле в конечной 
точке ПЦР-продукты обнаруживались всегда, хотя и с 
различной интенсивностью (рис. 4).

Применение этого же подхода, но с детекцией в режиме 
реального времени позволяет четко различить два вида 
(рис. 5). Это связано с различной скоростью накопления 
ПЦР-продуктов при использовании полностью и частично 

комплементарных праймеров. В данном подходе был за-
менен прямой праймер, чтобы получить более короткие 
продукты амплификации, что рекомендуется для ПЦР в 
реальном времени. Для каждой особи ставятся две реак-
ции амплификации и затем вид определяется по меньшему 
значению  Ct (номер цикла, в котором сигнал флуорес-
ценции пересекает пороговую линию). Накопление про-
дуктов идет быстрее в случае полной комплементарности 
праймера и матрицы исследуемой ДНК. Для всех особей 
было показано 100 % совпадение при идентификации с 
помощью аллель-специфичной ПЦР с детекцией в реаль-
ном времени с результатами морфологического анализа и 
данными секвенирования.

Заключение
В настоящей работе был разработан молекулярно-генети-
ческий подход, позволяющий быстро различить два вида 
моногеней – L. mediterraneus и L. cephali, обитающих на 
Mugil cephalus в Азово-Черноморском бассейне. Из трех 
протестированных подходов два (метод анализа длин 
амплифицированных фрагментов и аллель-специфичная 
ПЦР в реальном времени) позволили достоверно раз-
личить L. mediterraneus и L. cephali. Применение аллель-
специфичной ПЦР с детекцией продуктов амплификации 
в конечной точке неэффективно, так как происходит 
отжиг и накопление продукта для обоих праймеров, ком-
плементарных последовательностям, характерным как 
L. mediterraneus, так и L. cephali. Наиболее экономически 
выгоден предложенный нами подход с использованием 
ПЦР-смеси, содержащей три праймера. Достаточно 
эффективным и быстрым можно считать метод аллель-

Рис.  5.  Типирование образцов ДНК при помощи аллель-специфич-
ной ПЦР в реальном времени.
По оси ординат значения даны в логарифмической шкале. Фиолето-
вым цветом обозначены кривые амплификации для смеси прайме-
ров MСF300+CR450, желтым – для MСF300+MR450.
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специфичной ПЦР в реальном времени, недостатком 
которого является лишь его высокая стоимость. Тем  
не менее разработанный подход гораздо быстрее и  
экономически выгоднее, чем секвенирование нуклео-
тидных последовательностей фрагмента рибосомного 
гена 28S.

Предлагаемые методы генотипирования могут исполь-
зоваться для быстрого разделения двух видов плоских па-
разитических червей рода Ligophorus при оценке степени 
зараженности лобана этими паразитами в Азово-Черно-
морском регионе. Также следует отметить, что, исходя 
из данных о нуклеотидных последовательностях 28S для 
других паразитов этого рода, разработанные нами прай-
меры имеют 100 % идентичность только с этими двумя 
видами из всех обитающих на лобане. Это позволяет при-
менять их и в других района Мирового океана. Разрабо-
танный подход крайне полезен при проведении различных 
исследований рассматриваемых видов, таких как изучение 
их распространения, изменения соотношения двух видов 
на одной особи хозяина, конкуренции видов, влияния раз-
личных факторов на их численность и т. д. Кроме того, 
полученные результаты демонстрируют перспективность 
разработки таких подходов для оценки численности дру-
гих видов моногеней, в том числе патогенных. 
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