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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè, â ÷àñòíîñòè ãåíåòè÷åñêèì èññëåäîâàíè ì, ê
îáëàñòè, ñâ çàííîé ñ ïîðîäíîé èäåíòèôèêàöèåé ðûá è èõ ãèáðèäîâ, à òàêæå äë 
ïðèæèçíåííîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìîíèòîðèíãà ïðèðîäíûõ è èñêóññòâåííûõ ïîïóë öèé ðûá
ïóòåì àíàëèçà ïîëèìîðôèçìà äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû.

Èçâåñòåí ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè ðûá è èõ ãèáðèäîâ, â êîòîðîì â êà÷åñòâå ýêñòðàêòà
áåëêîâ èñïîëüçóþò ñëèçü, âç òóþ ïóòåì ñîñêîáà ñ íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè òåëà, è
èñïîëüçóþò ãåëè èç ïîëèàêðèëàìèäà, ñîäåðæàùåãî 4-ìåòèëóìáåëëèôåðèëàöåòàò, à
ýëåêòðîôîðåç è ñêàíèðîâàíèå ïðîâîä ò îäíîâðåìåííî (à.ñ. ÑÑÑÐ ¹1611303, ÁÈ ¹45,
1990).

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  ðîäñòâà æèâûõ îðãàíèçìîâ, âêëþ÷àþùèé âûäåëåíèå ÄÍÊ,
îáðàáîòêó ðåñòðèêöèîííûìè ýíäîíóêëåàçàìè, ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ôðàêöèîíèðîâàíèå
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïåðåíîñ ÄÍÊ èç ãåë , ìîëåêóë ðíóþ ãèáðèäèçàöèþ ÄÍÊ èç æèâîãî
îðãàíèçìà (à.ñ. ÑÑÑÐ ¹1552642, 1994).

Èçâåñòåí ñïîñîá ñåëåêòèâíîé àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ, îëèãîíóêëåîòèä è íàáîð äë 
ñåëåêòèâíîé àìïëèôèêàöèè (Ïàòåíò ÐÔ ¹2182176, 1992).

Íåäîñòàòêîì èçâåñòíûõ ñïîñîáîâ  âë åòñ  íåïðèãîäíîñòü èõ äë  ïîðîäíîé
èäåíòèôèêàöèè ðûá.

Íàèáîëåå áëèçêèì ê ïðåäëàãàåìîìó ñïîñîáó îïðåäåëåíè  ïîðîä êàðïîâûõ ðûá è
áèîëîãè÷åñêîãî ìàðêåðà äë  èõ õàðàêòåðèñòèêè  âë åòñ  ñïîñîá ïîäáîðà îñîáåé ðóññêîãî
îñåòðà ACIPENCER guldensatdti â àêâàêóëüòóðå, âêëþ÷àþùèé ñâåíñ-àíàëèç
ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ â îáëàñòè D-ïåòëè ìåòîäîì ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè, â êîòîðîé â
ïðîöåññå àíàëèçà èñïîëüçóåòñ  ïð ìîé (OS1) è îáðàòíûé (OS2) ïðàéìåðû, à äë 
âîñïðîèçâîäñòâà ïîäáèðàþò îñîáåé, ðàçëè÷àþùèõñ  ïî äëèíå ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ ìòÄÍÊ
(ïàòåíò ÐÔ ¹2202178, 2001).

Íåäîñòàòêàìè ýòîãî èçâåñòíîãî ñïîñîáà  âë åòñ  íåâîçìîæíîñòü îïðåäåëåíè  ïîðîäíîé
ïðèíàäëåæíîñòè ðûá, îòñóòñòâèå ïðàéìåðîâ è íàáîðà äë  èäåíòèôèêàöèè è ïàñïîðòèçàöèè
êàðïîâûõ ðûá, íåâîçìîæíîñòü ñîçäàíè  ãåíåòè÷åñêîãî ïàñïîðòà ïîðîäû ðûá.

Çàäà÷åé ïðåäëàãàåìîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  îïðåäåëåíèå ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòè è
óñòàíîâëåíèå ïðîèñõîæäåíè  ðàñïðîñòðàíåííûõ è ïðàêòè÷åñêè çíà÷èìûõ îäîìàøíåííûõ
ôîðì ðàçëè÷íûõ ðûá, â òîì ÷èñëå èç ñåìåéñòâà êàðïîâûõ (Cyprinidae).

Â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâàíè  ïðåäëàãàåìîãî áèîëîãè÷åñêîãî ìàðêåðà äë  îïðåäåëåíè 
ïîðîäû ðûá, íàáîðà è ñïîñîáà èäåíòèôèêàöèè è ïàñïîðòèçàöèè ïîðîä ðûá ïî âë åòñ 
âîçìîæíîñòü ñîçäàíè  ãåíåòè÷åñêîãî ïàñïîðòà ïîðîäû è ïîâûøåíèå ýôôåêòèâíîñòè
èäåíòèôèêàöèè â ãåíåòèêî-ñåëåêöèîííûõ ìåðîïðè òè õ, ñâ çàííûõ ñ ðàçâåäåíèåì ðûá.

Âûøåóêàçàííûé ðåçóëüòàò äîñòèãàåòñ  òåì, ÷òî áèîëîãè÷åñêèé ìàðêåð, ñîäåðæàùèé
ïîëèìîðôíóþ ÄÍÊ è õàðàêòåðèçóþùèé ïîðîäíóþ ïðèíàäëåæíîñòü, ïðîèñõîæäåíèå
ðàñïðîñòðàíåííûõ è ïðàêòè÷åñêè çíà÷èìûõ ïðèðîäíûõ è îäîìàøíåííûõ ôîðì ðûá
ñåìåéñòâà êàðïîâûõ è ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
ãðóïïû 5 ïàð ïðàéìåðîâ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà

PR-4 F TCCAAGTCAGTTTAATCACCG

R GGGAAGCGTTGACAACAAGC

PR-10 F CTGCAGGGTGCAGGAATAGAC

R GGCTGAACAGGAACAAGAGGC

PR-19 F GAATCCTCCCCATCATGCAAAC

R GCACAAACTCCACATTGTGCC

PR-24 F GCTCCAGATTGCACATTATAG

R CTACACACACGCAGAGCCTTTC

PR-26 F CCCTGAGATAGAAACCACTG

R CACCATGCTTGGATGCAAAAG

Ðåçóëüòàò äîñòèãàåòñ  òàêæå òåì, ÷òî èñïîëüçóþò íàáîð äë  îïðåäåëåíè  ïîðîäíîé
ïðèíàäëåæíîñòè ðûá, ñîäåðæàùèé áèîëîãè÷åñêèé ìàðêåð, ðåàêöèîííóþ ñìåñü, ñîñòî ùóþ
èç 60 ìÌ òðèñ-HCl, 10 ìÌ ñóëüôàòà àììîíè , 0,1% TWEEN 20, ïî 100 ìêÌ êàæäîãî dNTP,
0,5 ìêÌ MgCl2, 0,9 åäèíèö Taq-ïîëèìåðàçû è ýòàëîííûå ÄÍÊ äë  êàæäîé ïîðîäû.

Â ñïîñîáå îïðåäåëåíè  ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòè ðûá ñåìåéñòâà êàðïîâûõ,
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âêëþ÷àþùåì ñáîð îáðàçöà êðîâè, âûäåëåíèå ÄÍÊ èç íåãî, èññëåäîâàíèå ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ
ïîìîùüþ ÏÖÐ, ÏÖÐ-àíàëèç ïðîâîä ò èñïîëüçó  ïðåäëàãàåìûé íàáîð, ïîëó÷àþò
ïîëèìîðôíûå ìàðêåðû ÄÍÊ ðàçíîãî ðàçìåðà, âèçóàëèçèðóþò ýòè ìàðêåðíûå ÄÍÊ ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â àêðèëàìèäíîì èëè àãàðîçíîì ãåëå, çàòåì äë  òèïèðîâàíè 
âû âëåííûõ â èçó÷åííîé ãðóïïå àëëåëåé ïðîâîä ò ñðàâíåíèå ãåíåòè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçè 
îïðåäåë åìîé è êîíòðîëüíîé ãðóïïû îáðàçöîâ àìïëèôèöèðóåìîé ÄÍÊ è ïî îòñóòñòâèþ èëè
ïðèñóòñòâèþ â èññëåäóåìîé ãðóïïå îïðåäåëåííûõ åäèíè÷íûõ ïîðîäîñïåöèôè÷åñêèõ
àëëåëåé èëè àëëåëüíûõ ñî÷åòàíèé îïðåäåë þò ïîðîäíóþ ïðèíàäëåæíîñòü.

Òàáëèöà 1.
Ðàñïðåäåëåíèå ïîëèìîðôíûõ ìàðêåðîâ, âû âë åìîå â èññëåäîâàííûõ ïîðîäàõ êàðïà è ñàçàíà ïðè èñïîëüçîâàíèè 5 ïàð ïðàéìåðîâ

Ïîðîäà Àëëåëè ëîêóñà
PRL 4

Àëëåëè ëîêóñà PRL 24 Àëëåëè ëîêóñà
PRL 19

Àëëåëè ëîêóñà PRL 26 Àëëåëè ëîêóñà
PRL 10

Àìóðñêèé ñàçàí 1, 2, 7, 9, 10,
11, 12, 14*,

1, 2, 5, 11, 9*, 14,
15, 16*.

1, 2, 3, 4, 5,
7, 8, 13*, 14*.

3, 4, 5, 8, 9, 11*,
13*, 14*.

1, 2, 3.

Àëòàéñêèé ñàçàí 1, 7, 8, 9, 10,
12, 13*

3, 5, 7, 8, 10, 11,
14*, 15*, 17*, 18*.

1, 2, 3, 4, 6, 7, 8. 1, 3, 4, 5, 6, 8, 9*,
11*, 12*, 13*, 14*.

1, 2, 4, 5, 6,
9*, 10*, 11*.

Àíãåëèíñêèé êàðï 3, 4, 5, 7, 11, 15* 5, 7, 10, 11, 12*, 15*. 1, 2, 3, 5, 8,
12, 16*, 17*.

1*, 2*, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11. 1, 2, 4, 6, 7, 8, 11.

Àëòàéñêèé êàðï (ïðèîáñêà  è
÷óìûøñêà  ïîïóë öè )

2, 3, 4, 7, 8,
10, 11, 16*.

5, 6, 7, 10*, 11, 15*, 20*. 1, 3, 5, 6*, 7*,
11*, 14*, 17*.

1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 1, 4, 8, 13*, 14*.

Âåíãåðñêèé êàðï 2, 3, 7, 10 4, 5, 9 2, 8, 9*, 12*, 17. 3, 4, 5, 6, 9, 10. 1, 4, 6, 12*.

Ñòàâðîïîëüñêèé êàðï 1, 4, 7, 10, 17. 3, 5, 6, 10, 11, 14, 15. 2, 3, 10, 13. 3, 4, 5, 6, 8*, 10*,
13*, 14*.

1, 2, 4.

Ðîïøèíñêèé êàðï 1, 6, 9, 12, 18*. 3, 5, 9, 10, 11, 12,
13*, 20*.

1, 2, 3, 8*, 10*, 13. 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10,
11, 12.

1, 2, 3, 4, 5, 6.

×åðåïåöêèé ðàì÷àòûé êàðï 1, 3, 5, 19* 6*, 7*, 9*, 10*. 1*, 9*, 13*. 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9*. 1, 4, 7, 8.

×åðåïåöêèé ÷åøóé÷àòûé êàðï 2, 7, 10, 20* 1, 2, 3, 5, 7. 3, 7, 10, 15*. 1, 3, 4, 7. 1, 4, 6, 7, 8.

Âñåãî àëëåëåé 20 20 17 14 14

* åäèíè÷íûå ïîðîäîñïåöèôè÷íûå àëëåëè èëè íàáîð ñïåöèôè÷íûõ àëëåëåé.

Ïðè ýòîì äë  êàæäîé ïîðîäû è ïîðîäíîé ãðóïïû êàðïîâûõ ðûá ñîñòàâë þò ãåíåòè÷åñêèé
ïàñïîðò, ïðåäñòàâëåííûé â òàáëèöå 1, â êîòîðîé óêàçàíî ðàñïðåäåëåíèå 50-75
ïîëèìîðôíûõ ìèêðîñàòåëëèòíûõ ìàðêåðîâ, âû âëåííûõ ñ ïîìîùüþ 5 ïàð ïðàéìåðîâ (PR
4, 10, 19, 24, 26) ïî ï òè ñîîòâåòñòâóþùèì ëîêóñàì (PRL 4, 10, 19, 24, 26), è ïî
êîòîðîé îïðåäåë þò ïîðîäó ðûá.

Ðàçìåð àìïëèôèöèðóåìûõ ïðîäóêòîâ îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ ìàðêåðà ìîëåêóë ðíûõ
ìàññ (10 bp Ladder).

Íàáîð êîíòðîëüíûõ àìïëèôèêàòîâ ñîäåðæèò îáðàçöû àìïëèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ,
õàðàêòåðíûå äë  êàæäîé èç èçó÷åííûõ ïîðîä êàðïîâûõ ðûá, â òîì ÷èñëå êàðïà èëè ñàçàíà.

Â ñïîñîáå âåðèôèêàöèþ ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòè ïðîâåð þò ñ ïîìîùüþ ìíîãîìåðíîãî
àíàëèçà (íàïðèìåð, äèñêðèìèíàíòíîãî àíàëèçà, ìåòîäà ãëàâíûõ êîìïîíåíò è ò.ï.), â
êîòîðîì â êà÷åñòâå îáó÷àþùåé âûáîðêè ñëóæèò âûáîðêà àëëåëåé è àëëåëüíûõ ñî÷åòàíèé
îäíîé èç íàáîðà ïîðîä ðûá.

Ñïîñîá ãåíåòè÷åñêîé èäåíòèôèêàöèè ïîðîä ðûá, â òîì ÷èñëå ðûá ñåìåéñòâà êàðïîâûõ, â
òîì ÷èñëå ïîðîä êàðïà è ñàçàíà ñ ïðèìåíåíèåì ïðåäëàãàåìûõ áèîëîãè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è
íàáîðà îñóùåñòâë þò ñëåäóþùèì îáðàçîì.

Îñóùåñòâë þò ãåíîìíûé ôèíãåðïðèíòèíã äë  âû âëåíè  ãåíîìíîé âàðèàáåëüíîñòè ðûá
è äë  èäåíòèôèêàöèè è ïàñïîðòèçàöèè ðàçëè÷íûõ ïîðîä ðûá ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ èëè PCR). Â ïðåäëàãàåìîì ñïîñîáå ïîëó÷àþò
ìîëåêóë ðíî-ãåíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïîðîä ðûá, â òîì ÷èñëå êàðïîâûõ ðûá, â òîì
÷èñëå íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ íà òåððèòîðèè Ðîññèè ïîðîä êàðïà è ñàçàíà,
ïðåäëàãàþò ïîðîäîñïåöèôè÷íûå ìàðêåðû ñ öåëüþ ïàñïîðòèçàöèè ïîðîä.

Ïðè èçó÷åíèè ïîðîä è ïîðîäíûõ ãðóïï ðûá âû âë þò íåñêîëüêî ïîðîäîñïåöèôè÷íûõ
ìàðêåðîâ, êîòîðûå â äàëüíåéøåì èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ýòàëîíà äë  îïðåäåëåíè 
ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòè ëþáîé ãðóïïû ðûá. Äë  ýòîãî ñîáèðàþò îáðàçöû ðàçëè÷íûõ
òêàíåé (êðîâü, ñëèçü, êóñî÷êè ïëàâíèêîâ, ìûøöû è ò.ï.), âûäåë þò èç íèõ ÄÍÊ, ïðîâîä ò
àìïëèôèêàöèþ îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ ñ îïðåäåëåííûìè ïðàéìåðàìè, âèçóàëèçèðóþò
ïîëó÷åííóþ èçìåí÷èâîñòü ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíè 

Ñòðàíèöà: 4

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 294 633 C2

àìïëèôèêàòîâ è ñïåöèàëüíîãî îêðàøèâàíè , ïðîâîä ò òèïèðîâàíèå ïîëó÷åííîé
èçìåí÷èâîñòè ïóòåì ñðàâíåíè  ñ ýòàëîííûìè îáðàçöàìè.

Íà çàêëþ÷èòåëüíîì ýòàïå äë  êàæäîé èäåíòèôèöèðóåìîé ãðóïïû ñîñòàâë þò òàáëèöó-
ïàñïîðò ñ óêàçàíèåì ðàñïðåäåëåíè  50-70 àëëåëüíûõ âàðèàíòîâ ïî 5 ïîëèìîðôíûì
ëîêóñàì. Íà îñíîâàíèè ýòîé òàáëèöû ñ âûñîêîé âåðî òíîñòüþ ëèáî âèçóàëüíî, ëèáî ñ
ïîìîùüþ ìíîãîìåðíîãî ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà îïðåäåë þò ïðèíàäëåæíîñòü (èëè
îòñóòñòâèå ïðèíàäëåæíîñòè) èññëåäóåìîé ãðóïïû ðûá ê îäíîé èç íàèáîëåå
ðàñïðîñòðàíåííûõ ïîðîä.

Äë  ãåíîòèïèðîâàíè  ïîðîäû ñîáèðàþò îáðàçöû òêàíåé ó 20-30 ïðåäñòàâèòåëåé ïîðîäû
(ëó÷øå îáðàçöû êðîâè) ïî ñëåäóþùåé ìåòîäèêå îòáîðà ïðîá.

Íàèëó÷øèì ìàòåðèàëîì äë  ïîñëåäóþùåãî âûäåëåíè  ñóììàðíîé ÄÍÊ  âë þòñ : êðîâü
(îáû÷íî, èç õâîñòîâîé âåíû) è ôðàãìåíòû ïëàâíèêîâ (ãðóäíûõ, áðþøíûõ, àíàëüíûõ èëè
ñïèííîãî), êîòîðûå áåðóò ïðèæèçíåííî, ñòàðà ñü íå íàíîñèòü èçëèøíèõ ïîâðåæäåíèé
äîíîðàì áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà. Èñïîëüçóþò òàêæå ïîëîâûå ïðîäóêòû ðûá
(îâóëèðîâàâøèå  éöåêëåòêè è ñïåðìó ïðîèçâîäèòåëåé), ôðàãìåíòû  ñòûêîâ è ñåìåííèêîâ
íà ðàçëè÷íûõ ñòàäè õ ñîçðåâàíè . Â òåõ ñëó÷à õ, êîãäà ñóùåñòâóåò âîçìîæíîñòü
ïîëó÷åíè  ïðîá îò óìåðòâëåííûõ «ex tempora» îñîáåé, â êà÷åñòâå ìàòåðèàëà ìîæåò
äîïîëíèòåëüíî èñïîëüçîâàòüñ  ìûøå÷íà  òêàíü, ïå÷åíü è äðóãèå âíóòðåííèå îðãàíû, çà
èñêëþ÷åíèåì êèøå÷íèêà.

Äë  êîäèðîâàíè  íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûõ âèäîâ òêàíåé ïðåäëàãàåòñ 
èñïîëüçîâàòü ñèñòåìó, ïðèí òóþ â Ðîññèéñêîé Íàöèîíàëüíîé Êîëëåêöèè ýòàëîííûõ
ãåíåòè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ (ÐÍÊÝÃÌ), êîòîðà  äåìîíñòðèðóåòñ  òàáë.2.

Òàáëèöà 2.

Æàáðû - îòäåëüíûå æàáåðíûå äóãè, ñîñêîáû æàáåðíûõ òû÷èíîê

Èêðà - íåîïëîäîòâîðåííûå îâóëèðîâàâøèå èëè ïðîáîéíûå èêðèíêè

ßñòûê - æåíñêèå ãîíàäû íà ðàçëè÷íûõ ñòàäè õ ñîçðåâàíè  îîöèòîâ äî åñòåñòâåííîé èëè ãîðìîíèíäóöèðîâàííîé îâóë öèè

Ñïåðìà - òåêó÷à  ñåìåííà  æèäêîñòü, ñîäåðæàùà  çðåëûå ñïåðìàòîçîèäû

Ìîëîêè - ìóæñêèå ãîíàäû íà ðàçëè÷íûõ ñòàäè õ ñïåðìàòîãåíåçà äî ïåðèîäà ñîçðåâàíè 

Ïëàâíèêè - ëþáûå, âêëþ÷à  õâîñòîâîé è æèðîâîé. Èõ ôðàãìåíòû

Ìûøöû - ëþáûå (êðàñíûå, áåëûå) ñêåëåòíûå ìûøöû, ìûøå÷íà  òêàíü âèñöåðàëüíîãî ÷åðåïà

Êðîâü - ïåðèôåðè÷åñêà  (èç õâîñòîâîé âåíû), ïðè çàáîå âîçìîæíî âç òèå èç ñåðäöà, àîðòû

Ïå÷åíü - ôðàãìåíòû (ó ìàëîìåðíûõ îñîáåé öåëèêîì ñ îá çàòåëüíûì èñêëþ÷åíèåì æåë÷íîãî ïóçûð )

0 Ïî÷êè - ïðîêñèìàëüíûå îòäåëû

1 Ñåëåçåíêà - öåëèêîì èëè ÷àñòè÷íî (êðóïíûå îñîáè)

2 Ìîçã - âñå ñîäåðæèìîå íåéðîêðàíèóìà çà èñêëþ÷åíèåì ñïèííîãî ìîçãà

3 Ìîòàëüíûé ïðåïàðàò - ýìáðèîíû, ïîñòýìáðèîíû, ëè÷èíêè, ðàíí   ìîëîäü. Çàôèêñèðîâàííûå öåëèêîì

4 Äðóãîå - ñåðäöå, ãëàçà, óñèêè, õð ùåâûå, êîñòíûå òêàíè, ñïèëû è ò.ä.

Êîíñåðâàöè  (ôèêñàöè ) ïðîá.
Äë  ïðåäîòâðàùåíè  äåãðàäàöèè ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå ïðîáû ïîìåùàþò â ôèêñèðóþùèé

ðàñòâîð. Êàê ïðàâèëî, ýòî - 70-96% ýòèëîâûé ñïèðò (ýòèëîâûé ðåêòèôèêîâàííûé, âûñøåé
î÷èñòêè).

Ìûøöû, ôðàãìåíòû ïëàâíèêîâ, ïå÷åíè,  ñòûêîâ è ñåìåííèêîâ ïåðåä ýòàíîëüíîé
ôèêñàöèåé íîæíèöàìè, ñêàëüïåëåì èëè ïîëóëåçâèåì áåçîïàñíîé áðèòâû èçìåëü÷àþò äî
êóñî÷êîâ, ðàçìåðû êîòîðûõ ñîîòâåòñòâóþò ïðèáëèçèòåëüíî 0,5 ñì3.

Ïåðâè÷íóþ ôèêñàöèþ îñóùåñòâë þò ïðè ñîîòíîøåíèè ñïèðò/îáðàçåö 10/1. Âòîðè÷íóþ - â
ñðåäíåì, ÷åðåç òðîå-÷åòâåðî ñóòîê â ñîîòíîøåíèè 5/1.

Êðîâü ñîáèðàþò èç õâîñòîâîé âåíû ïðè îòðåçàíèè õâîñòîâîãî ïëàâíèêà (èëè øïðèöîì).
Êàïëè êðîâè ñîáèðàþò â ñòåðèëüíóþ ïðîáèðêó ñ êîíñåðâàíòîì (0,5 Ì ÝÄÒÀ, ðÍ 8,0)
ñîîòíîøåíèå êðîâè è êîíñåðâàíòà 1:10. Íå äîïóñêàåòñ  ïîïàäàíè  â ïðîáèðêè ñëèçè è
äðóãèõ ïîñòîðîííèõ ïðèìåñåé, ñïîñîáñòâóþùèõ îáðàçîâàíèþ â ïðîáèðêå ñãóñòêîâ.

Îáðàçöû, çàôèêñèðîâàííûå è ïåðåçàëèòûå ýòàíîëîì, ìîãóò õðàíèòüñ  ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 è áîëåå ñóòîê. Äë  áîëåå ïðîäîëæèòåëüíîãî õðàíåíè  èõ
ñëåäóåò ïîìåñòèòü â ñâåæèé ñïèðòîâîé ðàñòâîð (íå íèæå 92%) â ñîîòíîøåíèè
ñïèðò/îáðàçåö 5/1.
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Îáðàçöû êðîâè, çàôèêñèðîâàííûå 0,5 Ì ÝÄÒÀ, õðàí ò â õîëîäèëüíèêå â òå÷åíèå 30
ñóòîê ïðè íèçêèõ ïëþñîâûõ (2-4°Ñ) òåìïåðàòóðàõ, íî îáðàçåö íå äîëæåí ïîäâåðãàòüñ 
çàìîðàæèâàíèþ.

Ïîñëå çàìîðàæèâàíè  âñå îáðàçöû õðàí ò â õîëîäèëüíèêå ïðè îòðèöàòåëüíûõ (íå
âûøå -50°Ñ) òåìïåðàòóðàõ áåç ðàçìîðàæèâàíè . Íî íå äîëüøå 90 ñóòîê. Äë  áîëåå
ïðîäîëæèòåëüíîãî õðàíåíè  ïðèãîäíû êåëüâèíàòîðû, ïîääåðæèâàþùèå òåìïåðàòóðó
íèæå -50°Ñ, à òàêæå æèäêîàçîòíûå ñîñóäû Äþàðà.

Âûäåëåíèå è õðàíåíèå ÄÍÊ.
1. Âûäåëåíèå ÄÍÊ èç êðîâè.
Îáðàçöû ñâåæåé êðîâè, çàêîíñåðâèðîâàííûå â 0,05 Ì ðàñòâîðå ÝÄÒÀ (ðÍ 8.0), õðàí ò

ïðè òåìïåðàòóðå +4°Ñ. Âûäåëåíèå  äåðíîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Ìýòüþ (Mathew,
1984). Âûäåëåíèå ÄÍÊ çàêëþ÷àåòñ  â ïîñëåäîâàòåëüíîì ïðîõîæäåíèè ñëåäóþùèõ ôàç:
ëèçèñ êëåòîê è  äåð, äåïðîòåèíèçàöè  ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ïðîòåèíàçû Ê, ôåíîë-
õëîðîôîðìíà  äåïðîòåèíèçàöè , îñàæäåíèå è ðàñòâîðåíèå ÄÍÊ. Äë  ïîëó÷åíè  áîëåå
î÷èùåííûõ îáðàçöîâ ÄÍÊ ïðîâîä ò äîïîëíèòåëüíóþ î÷èñòêó ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàãåíòîâ
DIAtom Prep 200 (Ìîñêâà), îñíîâàííîãî íà èñïîëüçîâàíèè ëèçèðóþùåãî ðåàãåíòà ñ
ãóàíèäèíòèîöèîíàòîì, â ïðèñóòñòâèè êîòîðîãî ÄÍÊ ñîðáèðóåòñ  íà ñîðáåíòå è îòìûâàåòñ 
çàòåì ðàñòâîðîì Ýêñòðà-Ãåíà.

2. Ëèçèñ êëåòîê.
Ê îáðàçöó êðîâè äîáàâë þò ëèçèðóþùèé áóôåð â ñîîòíîøåíèè 1 îáúåì êðîâè: 30

îáúåìîâ áóôåðà. Ñîñòàâ ëèçèðóþùåãî áóôåðà: 320 ìÌ ñàõàðîçû, 1% òðèòîí Õ-100, 5 ìÌ
MgCl2 è 10 ìÌ òðèñ-HCl (ðÍ 7,6). Ñìåñü èíêóáèðóþò 1 ÷àñ 30 ìèíóò, çàòåì
öåíòðèôóãèðóþò 15 ìèíóò ïðè 4°Ñ (2000 g). Ñóïåðíàòàíò ñëèâàþò, à îñàäîê ïîäñóøèâàþò â
òå÷åíèå 30 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

3. Ñóñïåíäèðîâàíèå è ëèçèñ  äåð.
Ê ïîëó÷åííîìó îñàäêó äîáàâë þò 4 ìë áóôåðà (25 ìÌ ÝÄÒÀ è 75 Ì NaCl). Çàòåì

ïðîâîä ò ñóñïåíäèðîâàíèå  äåð ðåçêèì âñòð õèâàíèåì ïðîáèðêè â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Ê
ñóñïåíçèè äîáàâë þò 0,4 ìë 10% SDS (ðÍ 8,0) è âûäåðæèâàþò â òå÷åíèå 10 ìèíóò,
ïåðèîäè÷åñêè ïëàâíî ïåðåìåøèâà . Ïî çàâåðøåíèþ ëèçèñà  äåð ê ñóñïåíçèè äîáàâë þò ïî
êàïë ì ïðîòåèíàçó Ê äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë, îñòîðîæíî ïåðåìåøèâàþò è
èíêóáèðóþò ñìåñü 4 ÷àñà ïðè 45°Ñ èëè îñòàâë þò íà íî÷ü ïðè 37°Ñ.

4. Äåïðîòåèíèçàöè  ÄÍÊ.
Â ïðîáèðêó ñî ñìåñüþ, ñîäåðæàùåé ëèçèðîâàííûå  äðà, äîáàâë þò 0,3 ìë 5 Ì àöåòàòà

íàòðè  èëè 0,3 ìë 5 Ì àöåòàòà àììîíè , èëè 0,5 ìë 3 Ì ïåðõëîðàòà íàòðè  è àêêóðàòíî
ïåðåìåøèâàþò. Ê ñìåñè äîáàâë þò ðàâíûé îáúåì ôåíîëà, íàñûùåííîãî òðèñ-HCl
(ðÍ>7,6), ïëàâíî ïåðåìåøèâàþò 5 ìèíóò è ïðèëèâàþò 5 ìë âîäîíàñûùåííîãî õëîðîôîðìà,
ñíîâà ïëàâíî ïåðåìåøèâàþò 5 ìèíóò è öåíòðèôóãèðóþò ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå 20 ìèíóò (2000
g). Âåðõíþþ ôàçó ñ ðàñòâîðåííîé ÄÍÊ îòáèðàþò ïèïåòêîé, ñòàðà ñü íå çàõâàòûâàòü
èíòåðôàçó, ñîäåðæàùóþ áåëêè. Ôåíîë-õëîðîôîðìíà  äåïðîòåèíèçàöè  ïîâòîð åòñ  2-3
ðàçà äî ïîëíîé î÷èñòêè ðàñòâîðà ÄÍÊ îò áåëêîâ. Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè ê îòîáðàííîìó
ñóïåðíàòàíòó äîáàâë þò 10 ìë âîäîíàñûùåííîãî õëîðîôîðìà, ïëàâíî ïåðåìåøèâàþò 5
ìèíóò è öåíòðèôóãèðóþò â òå÷åíèå 10 ìèíóò (2000 g) è îòáèðàþò âåðõíþþ ôàçó ñ
ðàñòâîðåííîé â íåé ÄÍÊ.

5. Îñàæäåíèå ÄÍÊ.
Ê 1 ìë ðàñòâîðåííîé ÄÍÊ ïðèëèâàþò 20 ìêë 5 Ì àöåòàòà íàòðè  è îñòîðîæíî

ïåðåìåøèâàþò. Çàòåì äîáàâë þò òðîéíîé îáúåì 96° ýòàíîëà è ïëàâíî ïåðåìåøèâàþò äî
âûïàäåíè  ÄÍÊ â âèäå òîíêèõ áåëûõ íèòåé èëè áåëîãî îñàäêà. ÄÍÊ îäíîêðàòíî ïðîìûâàþò
â 70° ýòàíîëå äë  óäàëåíè  èçáûòêà ñîëè, çàòåì - â 90° ýòàíîëå. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå
ñïèðò ñëèâàþò, ÄÍÊ âûñóøèâàþò íà âîçäóõå äî ïîëíîãî èñïàðåíè  ñïèðòà. Âûñóøåííóþ
ÄÍÊ ðàñòâîð þò â 100 ìêë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû.

6. Äîïîëíèòåëüíà  î÷èñòêà ÄÍÊ
Â ñëó÷àå íåêà÷åñòâåííîãî âûäåëåíè  ÄÍÊ èç êðîâè ïðåïàðàòû ÄÍÊ íåîáõîäèìî

Ñòðàíèöà: 6

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 294 633 C2

äîïîëíèòåëüíî î÷èñòèòü. Îäèí èç ìåòîäîâ äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè ñîñòîèò â ñëåäóþùåì:
ê 40 ìêë ðàñòâîðåííîé ÄÍÊ äîáàâë þò 160 ìêë ëèçèðóþùåãî àãåíòà è ïåðåìåøèâàþò
ñîäåðæèìîå. Ïîñëå òåðìîñòàòèðîâàíè  â òå÷åíèå 5-7 ìèíóò ïðè òåìïåðàòóðå 65°Ñ ñìåñü
öåíòðèôóãèðóþò è ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñ ò â ÷èñòóþ ïðîáèðêó. Äàëåå â ñóïåðíàòàíò
äîáàâë þò 8 ìêë ñóñïåíçèè ñîðáåíòà NucleoS, ïðîáèðêó ïîìåùàþò íà ðîòàòîð è
ïåðåìåøèâàþò 10 ìèí. Ñìåñü öåíòðèôóãèðóþò 10 ñ ïðè 5000 g, çàòåì ñ ïîìîùüþ
âîäîñòðóéíîãî íàñîñà óäàë þò ñóïåðíàòàíò, íå çàäåâà  îñàäêà. Ê îñàäêó äîáàâë þò 80
ìêë ëèçèðóþùåãî ðåàãåíòà, ïåðåìåøèâàþò äî ãîìîãåííîãî ñîñòî íè , äîáàâë þò 200 ìêë
ñîëåâîãî áóôåðà è öåíòðèôóãèðóþò ïîñëå ïåðåìåøèâàíè  10 ñ ïðè 5000 g. Çàòåì óäàë þò
ñóïåðíàòàíò ñ ïîìîùüþ âîäîñòðóéíîãî íàñîñà, íå çàäåâà  îñàäêà, è äîáàâë þò 200 ìêë
ñîëåâîãî áóôåðà, ïåðåìåøèâàþò è öåíòðèôóãèðóþò 10 ñ ïðè 5000 g. Îïåðàöèþ ïîâòîð þò
òðè ðàçà. Äàëåå ïðîáèðêè ñ îñàäêîì âûñóøèâàþò ïðè òåìïåðàòóðå 65°Ñ 4-5 ìèí,
äîáàâë þò 20 ìêë ðàñòâîðà Ýêñòðàãåíà, ñóñïåíäèðóþò ñîäåðæèìîå ïðîáèðêè íà âîðòåêñå 5-
10 ñ è òåðìîñòàòèðóþò 4-5 ìèí ïðè 65°Ñ. Çàòåì åùå ðàç ñóñïåíäèðóþò íà âîðòåêñå è
öåíòðèôóãèðóþò 1 ìèí ïðè 10000 g. Ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàùèé î÷èùåííóþ ÄÍÊ, ïåðåíîñ ò
â ÷èñòóþ ïðîáèðêó è õðàí ò ïðè òåìïåðàòóðå +4°Ñ.

Â îòäåëüíûõ ñëó÷à õ äë  áûñòðîòû ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå íàáîðû äë 
âûäåëåíè  ÄÍÊ. Íèæå ïðèâîäèì ìåòîä âûäåëåíè  ÄÍÊ èç ðàçëè÷íûõ òêàíåé ðûá ñ
ïîìîùüþ îäíîãî èç òàêèõ íàáîðîâ, à èìåííî íàáîðà ðåàãåíòîâ Diatom DNA Ðãåð200
(Ìîñêâà).

Íàáîð ðåàãåíòîâ Diatom DNA Ðãåð200 îñíîâàí íà èñïîëüçîâàíèè Ëèçèðóþùåãî
ðåàãåíòà ñ ãóàíèäèíòèîöèîíàòîì, êîòîðûé ïðåäíàçíà÷åí äë  ëèçèñà êëåòîê,
ñîëþáèëèçàöèè êëåòî÷íîãî äåáðèñà, à òàêæå äë  äåíàòóðàöèè êëåòî÷íûõ íóêëåàç. Â
ïðèñóòñòâèè Ëèçèðóþùåãî ðåàãåíòà ÄÍÊ ýôôåêòèâíî ñîðáèðóåòñ  íà NucleoS-ñîðáåíòå,
çàòåì ëåãêî îòìûâàåòñ  îò áåëêîâ è ñîëåé ñïèðòîâûì ðàñòâîðîì. ÄÍÊ, ýëþèðîâàííà  èç

ñîðáåíòà ðàñòâîðîì ÝêñòðàÃåíîì Å èëè ÷èñòîé âîäîé, ìîæåò íàïð ìóþ èñïîëüçîâàòüñ 
ïî íàçíà÷åíèþ.

Ïðîäîëæèòåëüíîñòü âûäåëåíè  ÄÍÊ èç æèäêèõ ïðîá ñîñòàâë åò 25 ìèíóò. Âûäåëåíèå
ÄÍÊ èç ñóõèõ ï òåí èëè ìåëêîèçìåëü÷åííîãî òâåðäîãî ìàòåðèàëà ìîæåò äëèòüñ  äî
íåñêîëüêèõ ÷àñîâ â çàâèñèìîñòè îò îáðàáàòûâàåìîãî ìàòåðèàëà.

7. Àíàëèòè÷åñêèé ýëåêòðîôîðåç
Äë  îïðåäåëåíè  êîíöåíòðàöèè è êà÷åñòâà âûäåëåííûõ îáðàçöîâ èñïîëüçóþò ìåòîä

ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå. Ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèòñ  â ãîðèçîíòàëüíîé êàìåðå
â 1õ òðèñ-áîðàòíîì áóôåðå (ÒÂÅ), ðÍ 7,5-7,8 (0,089 Ì òðèñ-áîðàòà, 0,089 Ì áîðíîé
êèñëîòû è 0,002 Ì ÝÄÒÀ). Ïðè âíåñåíèè ÄÍÊ â êàðìàíû ãåë  èñïîëüçóåòñ  áóôåð äë 
íàíåñåíè  (êñèëåíöèàíîë, áðîìôåíîëîâûé ñèíèé è ãëèöåðèí). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëü
îêðàøèâàþò â ðàñòâîðå áðîìèñòîãî ýòèäè  â òå÷åíèå 5-10 ìèíóò èëè äîáàâë þò áðîìèñòûé
ýòèäèé íåïîñðåäñòâåííî â ãåëü. Âõîæäåíèå ÄÍÊ â ãåëü îñóùåñòâë þò ïðè 20 V â òå÷åíèå
15-20 ìèíóò, äàëåå ýëåêòðîôîðåç âåäóò ïðè 60 V â òå÷åíèå 2-3 ÷àñîâ. Â êà÷åñòâå
ìàðêåðà êîíöåíòðàöèè èñïîëüçóåòñ  ÄÍÊ ôàãà λ, âíåñåííà  â ðàçíûõ êîëè÷åñòâàõ,
íàïðèìåð 0,5; 1; 2 ìêã.

Ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè  (PCR).
1. Ïðîâåäåíèå PCR.
Âûäåëåííóþ ÄÍÊ èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìàòðèöû â ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè.
Àìïëèôèêàöèþ ñ åäèíè÷íûìè ïðàéìåðàìè ïðîâîä ò ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå íà

òåðìîöèêëåðå «MJ Research» (USA), èìåþùåì ìåòàëëè÷åñêèé íàãðåâàòåëüíûé áëîê íà 60
îáðàçöîâ. Ðåàêöèîííà  ñìåñü îáúåìîì 25 ìêë ñîäåðæèò 60 ìÌ òðèñ-HCl, 10 ìÌ ñóëüôàòà
àììîíè , 0,1% TWEEN 20, ïî 100 ìêÌ êàæäîãî dNTP, 0,5 ìêÌ MgCl2, 0,1 ìêÌ êàæäîãî
ïðàéìåðà, 0,9 åäèíèö Taq-ïîëèìåðàçû è 25-100 íã òîòàëüíîé ÄÍÊ. Äë  ïðîâåäåíè  PCR
èñïîëüçóþò ï òü ïàð ïðàéìåðîâ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:

PR-4 F TCCAAGTCAGTTTAATCACCG

R GGGAAGCGTTGACAACAAGC
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PR-10 F CTGCAGGGTGCAGGAATAGAC

R GGCTGAACAGGAACAAGAGGC

PR-19 F GAATCCTCCCCATCATGCAAAC

R GCACAAACTCCACATTGTGCC

PR-24 F GCTCCAGATTGCACATTATAG

R CTACACACACGCAGAGCCTTTC

PR-26 F CCCTGAGATAGAAACCACTG

R CACCATGCTTGGATGCAAAAG

Äë  ïðåäîòâðàùåíè  èñïàðåíè  ñ ïîâåðõíîñòè ðàñòâîðà âî âðåì  àìïëèôèêàöèè â
êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâë þò êàïëþ (îêîëî 15 ìêë) ìèíåðàëüíîãî ìàñëà. Êàæäûé öèêë
ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè ñîñòîèò èç ñëåäóþùèõ ýòàïîâ äåíàòóðàöèè (94°Ñ, 2 ìèí), îòæèãà
(36°Ñ, 1 ìèí) è ýëîíãàöèè (72°Ñ, 2 ìèí). Öèêëû ïîâòîð þòñ  35 ðàç. Ïåðâûé öèêë
ïðåäâàð ëè äåíàòóðàöèåé â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïðè òåìïåðàòóðå 94°Ñ. Ïîñëå îêîí÷àòåëüíîé
äîñòðîéêè àìïëèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ (72°Ñ, 2 ìèí) òåìïåðàòóðó ñíèæàþò äî 4°Ñ.

2. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ è âèçóàëèçàöè  ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ.
Ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè ïîäâåðãàþò àíàëèòè÷åñêîìó ýëåêòðîôîðåçó â 1.5% àãàðîçíîì

ãåëå òîëùèíîé 7-10 ìì, ñîäåðæàùåì áðîìèñòûé ýòèäèé. Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ
ìîëåêóë ðíîãî âåñà èñïîëüçóåòñ  50 bp Ladder (Fermentas). Âõîæäåíèå â ãåëü
îñóùåñòâë þò ïðè 20 V â òå÷åíèå 20 ìèíóò, à ðàçäåëåíèå ôðàãìåíòîâ - â òå÷åíèå 10-20
÷àñîâ ïðè 40-50 V.

Â ñëó÷àå ýôôåêòèâíîé àìïëèôèêàöèè ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè ïîäâåðãàþò
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîìó ðàçäåëåíèþ â âåðòèêàëüíîé êàìåðå â 6% ÏÀÀÃå, ñîäåðæàùåì 7%
ìî÷åâèíó.

Âèçóàëèçàöèþ îñóùåñòâë þò ïóòåì îêðàøèâàíè  ãåëåé àçîòíîêèñëûì ñåðåáðîì èç
íàáîðà Silver Sequence Staining Kit [Promega, USA] ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ïðîèçâîäèòåë ,
ñ ïîñëåäóþùèì ôîòîãðàôèðîâàíèåì öèôðîâûì ôîòîàïïàðàòîì Nicon. Ðàçìåð
àìïëèôèöèðóåìûõ ïðîäóêòîâ îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ ìàðêåðà ìîëåêóë ðíûõ ìàññ (50 bp
Ladder).

Çàòåì ïðîâîä ò ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ è ñîñòàâë þò ïîðîäíûé
ãåíåòè÷åñêèé ïàñïîðò.

Äë  òèïèðîâàíè  (îïðåäåëåíè  ðàçìåðà â ï.í.) âû âëåííûõ â èçó÷åííîé ãðóïïå ðûá
àëëåëåé íåîáõîäèìî ïðîâåñòè îá çàòåëüíîå ñðàâíåíèå ãåíåòè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçè 
äàííîé è êîíòðîëüíîé (ýòàëîííîé) ãðóïïû îáðàçöîâ àìïëèôèöèðóåìîé ÄÍÊ. Íàáîð
êîíòðîëüíûõ àìïëèôèêàòîâ ìîæåò ñîäåðæàòü îò 5 äî 20 îáðàçöîâ àìïëèôèêàòîâ,
õàðàêòåðíûõ äë  5-20 ìèêðîñàòåëëèòíûõ àëëåëåé. Îòñóòñòâèå èëè ïðèñóòñòâèå â
èññëåäóåìîé ãðóïïå îïðåäåëåííûõ àëëåëåé èëè àëëåëüíûõ ñî÷åòàíèé ïîçâîë åò íàäåæíî
îïðåäåë òü ïîðîäíóþ ïðèíàäëåæíîñòü. Âåðèôèêàöèþ ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòè ïðîâîä ò
ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ ìíîãîìåðíîãî (äèñêðèìèíàíòíîãî àíàëèçà èëè ìåòîäà
ãëàâíûõ êîìïîíåíò), â êîòîðîì â êà÷åñòâå îáó÷àþùåé âûáîðêè ìîæåò ñëóæèòü âûáîðêà
àëëåëåé è àëëåëüíûõ ñî÷åòàíèé îäíîé èç 9 ðàíåå èçó÷åííûõ ïîðîä êàðïà è ñàçàíà. Ñïèñîê
ïîðîä è ïîðîäíûõ ãðóïï êàðïà è ñàçàíà, êîòîðûå ìîãóò ñëóæèòü îáó÷àþùåé âûáîðêîé è äë 
êîòîðûõ èçâåñòíî ãåíåòè÷åñêîå ðàçíîîáðàçèå è ïîðîäîñïåöèôè÷íûå àëëåëè: êàðï
çåðêàëüíûé è ÷åøóé÷àòûé Àíãåëèíñêèé, êàðï Âåíãåðñêèé, êàðï Ðîïøèíñêèé, ×åðåïåöêèé
ðàì÷àòûé è ÷åøóé÷àòûé êàðï, ñòàâðîïîëüñêèé êàðï, Àëòàéñêèé è Àìóðñêèé ñàçàí.

Íà ôèã.1 ïðåäñòàâëåí íàáîð ïîëèìîðôíûõ ÄÍÊ, âû âë åìûõ ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðà PR-
10 ó ðàçëè÷íûõ ïîðîä êàðïà.

Íà ôèã.2 ïðåäñòàâëåí íàáîð ïîëèìîðôíûõ ÄÍÊ, âû âë åìûõ ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðà PR-
24 ó ðàçëè÷íûõ ïîðîä êàðïà.

Ïðèìåðû âûïîëíåíè  ïðåäëàãàåìîãî ñïîñîáà.
Ïðèìåð 1. Ñïîñîá îïðåäåëåíè  ïîðîäû êàðïà ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðà PR-10
Èç îáðàçöîâ êðîâè, ïîëó÷åííûõ èç îñîáåé Âåíãåðñêîãî êàðïà, Àëòàéñêîãî êàðïà,

Àíãåëèíñêîãî êàðïà (çåðêàëüíîãî è ÷åøóé÷àòîãî) è Àëòàéñêîãî ñàçàíà, âûäåë þò ÄÍÊ
ñïîñîáîì, óêàçàííûì âûøå. Íà êàæäîé èç âûäåëåííûõ ÄÍÊ îñóùåñòâë þò ÏÖÐ ñ îäíîé èç
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ï òè ïàð ïðåäëàãàåìûõ ïðàéìåðîâ, à èìåííî PR-10. Ïîëó÷åííûå àìïëèôèêàöèîííûå
ïðîäóêòû âèçóàëèçèðóþò ïóòåì ýëåêòðîôîðåçà â ãåë õ, è ïîñëå îêðàøèâàíè  ãåëåé
ñåðåáðîì èäåíòèôèöèðóþò ïî ðàçìåðó (äëèíå) âû âë åìûå ïîëèìîðôíûå ìàðêåðû. Íà
ôèã.1 ïðåäñòàâëåíû ïîëèìîðôíûå ìàðêåðû äë  êàæäîé ïîðîäû Âåíãåðñêîãî êàðïà
(äîðîæêè 11-17), Àëòàéñêîãî êàðïà (äîðîæêè 36-56), Àíãåëèíñêîãî çåðêàëüíîãî (äîðîæêè
18-25) è ÷åøóé÷àòîãî (äîðîæêè 26-35) êàðïà è Àëòàéñêîãî ñàçàíà (äîðîæêè 1-10).

Êàæäà  èç ýòèõ ïîðîä õàðàêòåðèçóåòñ  îïðåäåëåííûì íàáîðîì èëè ñî÷åòàíèåì àëëåëåé,
÷àñòü èç êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíà â òàáëèöå 1. Ýòî ðàñïðåäåëåíèå ñëóæèò ýòàëîíîì ïðè
ñðàâíåíèè è èäåíòèôèêàöèè íåèçâåñòíûõ ïîðîä êàðïîâûõ ðûá.

Ïóòåì ñðàâíåíè  ðàñïðåäåëåíè  ïîëèìîðôíûõ ÄÍÊ ðàçíîé äëèíû ñðåäè èññëåäóåìûõ è
ýòàëîííûõ îáðàçöîâ îïðåäåë þò ïîðîäíóþ ïðèíàäëåæíîñòü.

Ïðèìåð 2. Ñïîñîá îïðåäåëåíè  ïîðîäû êàðïà ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðà PR-24.
Èç îáðàçöîâ êðîâè, ïîëó÷åííûõ èç ×óìûøñêîé è Ïðèîáñêîé ïîïóë öèè Àëòàéñêîãî êàðïà,

Àíãåëèíñêîãî ÷åøóé÷àòîãî êàðïà è Àíãåëèíñêîãî çåðêàëüíîãî êàðïà, Àìóðñêîãî ñàçàíà,
âûäåë þò ÄÍÊ ñïîñîáîì, óêàçàííûì âûøå. Íà êàæäûé èç âûäåëåííûõ ÄÍÊ îñóùåñòâë þò
ÏÖÐ ñ îäíîé èç ï òè ïàð ïðåäëàãàåìûõ ïðàéìåðîâ, à èìåííî PR -10. Ïîëó÷åííûå
àìïëèôèêàöèîííûå ïðîäóêòû âèçóàëèçèðóþò ïóòåì ýëåêòðîôîðåçà â ãåë õ, è ïîñëå
îêðàøèâàíè  ãåëåé ñåðåáðîì èäåíòèôèöèðóþò ïî ðàçìåðó (äëèíå) âû âë åìûå
ïîëèìîðôíûå ìàðêåðû. Íà ôèã.2 ïðåäñòàâëåíû ïîëèìîðôíûå ìàðêåðû äë  êàæäîé
ïîðîäû ×óìûøñêîé (äîðîæêè 1-10) è Ïðèîáñêîé (äîðîæêè 11-20), ïîïóë öèè Àëòàéñêîãî
êàðïà, Àíãåëèíñêîãî ÷åøóé÷àòîãî êàðïà (äîðîæêè 21-30), è Àíãåëèíñêîãî çåðêàëüíîãî
êàðïà (äîðîæêè 31-40), Àìóðñêîãî ñàçàíà (äîðîæêè 41-49).

Êàæäà  èç ýòèõ ïîðîä õàðàêòåðèçóåòñ  îïðåäåëåííûì íàáîðîì èëè ñî÷åòàíèåì àëëåëåé,
÷àñòü èç êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíà â òàáëèöå 1. Ýòî ðàñïðåäåëåíèå ñëóæèò ýòàëîíîì ïðè
ñðàâíåíèè è èäåíòèôèêàöèè íåèçâåñòíûõ ïîðîä êàðïîâûõ ðûá.

Ïóòåì ñðàâíåíè  ðàñïðåäåëåíè  ïîëèìîðôíûõ ÄÍÊ ðàçíîé äëèíû ñðåäè èññëåäóåìûõ è
ýòàëîííûõ îáðàçöîâ îïðåäåë þò ïîðîäíóþ ïðèíàäëåæíîñòü.

Ãåíåòè÷åñêèé ïàñïîðò ñîñòàâë åòñ  äë  êàæäîé èçâåñòíîé ïîðîäû è ïîðîäíîé ãðóïïû è
ïðåäñòàâëåí â òàáëèöå 1, â êîòîðîé óêàçàíî ðàñïðåäåëåíèå 50-70 ïîëèìîðôíûõ ìàðêåðîâ
ïî 5 ïàðàì ïðàéìåðîâ. Àíàëîãè÷íûé ïàñïîðò ìîæíî ñîñòàâèòü äë  ëþáîé âûáîðêè êàðïà
íåèçâåñòíîãî ïðîèñõîæäåíè .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Áèîëîãè÷åñêèé ìàðêåð, ñîäåðæàùèé ïîëèìîðôíóþ ÄÍÊ è õàðàêòåðèçóþùèé ïîðîäíóþ

ïðèíàäëåæíîñòü, ïðîèñõîæäåíèå ðàñïðîñòðàíåííûõ è ïðàêòè÷åñêè çíà÷èìûõ ïðèðîäíûõ è
îäîìàøíåííûõ ôîðì ðûá ñåìåéñòâà êàðïîâûõ è ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç ãðóïïû 5 ïàð ïðàéìåðîâ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:

PR-4 F TCCAAGTCAGTTTAATCACCG

R GGGAAGCGTTGACAACAAGC

PR-10 F CTGCAGGGTGCAGGAATAGAC

R GGCTGAACAGGAACAAGAGGC

PR-19 F GAATCCTCCCCATCATGCAAAC

R GCACAAACTCCACATTGTGCC

PR-24 F GCTCCAGATTGCACATTATAG

R CTACACACACGCAGAGCCTTTC

PR-26 F CCCTGAGATAGAAACCACTG

R CACCATGCTTGGATGCAAAAG

2. Íàáîð äë  îïðåäåëåíè  ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòè ðûá ñåìåéñòâà êàðïîâûõ,
ñîäåðæàùèé áèîëîãè÷åñêèé ìàðêåð ïî ï.1, ðåàêöèîííóþ  ñìåñü, ñîñòî ùóþ èç 60 ìÌ òðèñ-
HCl, 10 ìÌ ñóëüôàòà àììîíè , 0,1% TWEEN 20, ïî 100 ìêÌ êàæäîãî dNTP, 0,5 ìêÌ MgCl2,
0,9 åäèíèö Taq-ïîëèìåðàçû è ýòàëîííûå ÄÍÊ äë  êàæäîé ïîðîäû.

3. Ñïîñîá ïàñïîðòèçàöèè ïîðîä ðûá ñåìåéñòâà êàðïîâûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîëèìîðôíûõ ìàðêåðîâ, âêëþ÷àþùèé ñáîð îáðàçöà êðîâè, âûäåëåíèå ÄÍÊ èç íåãî,
èññëåäîâàíèå ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ÏÖÐ-àíàëèç
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ïðîâîä ò, èñïîëüçó  íàáîð ïî ï.2, ïîëó÷àþò ïîëèìîðôíûå ìàðêåðû ÄÍÊ ðàçíîãî ðàçìåðà
èëè äëèíû, âèçóàëèçèðóþò ýòè ÄÍÊ ïðè ýëåêòðîôîðåçå â àêðèëàìèäíîì èëè àãàðîçíîì
ãåëå, çàòåì äë  òèïèðîâàíè  âû âëåííûõ â èçó÷åííîé ãðóïïå àëëåëåé ïðîâîä ò ñðàâíåíèå
ãåíåòè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçè  îïðåäåë åìîé è êîíòðîëüíîé ãðóïïû îáðàçöîâ
àìïëèôèöèðóåìîé ÄÍÊ, è ïî îòñóòñòâèþ èëè ïðèñóòñòâèþ â èññëåäóåìîé ãðóïïå
îïðåäåëåííûõ åäèíè÷íûõ ïîðîäîñïåöèôè÷åñêèõ àëëåëåé èëè àëëåëüíûõ ñî÷åòàíèé
îïðåäåë þò ïîðîäíóþ ïðèíàäëåæíîñòü, ïðè ýòîì äë  êàæäîé ïîðîäû è ïîðîäíîé ãðóïïû
ðûá ñîñòàâë þò ãåíåòè÷åñêèé ïàñïîðò, ïðåäñòàâëåííûé â òàáëèöå 1, â êîòîðîé óêàçàíî
ðàñïðåäåëåíèå 50-75 ïîëèìîðôíûõ ìèêðîñàòåëëèòíûõ ìàðêåðîâ, âû âëåííûõ ñ ïîìîùüþ
5 ïàð ïðàéìåðîâ (PR 4, 10, 19, 24, 26) ïî ï òè ñîîòâåòñòâóþùèì ëîêóñàì (PRL 4, 10,
19, 24, 26), è ïî êîòîðîé îïðåäåë þò ïîðîäó ðûá.

4. Ñïîñîá ïî ï.3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ðàçìåð àìïëèôèöèðóåìûõ ïðîäóêòîâ
îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ ìàðêåðà ìîëåêóë ðíûõ ìàññ (10 bp Ladder).

5. Ñïîñîá ïî ï.3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî íàáîð êîíòðîëüíûõ àìïëèôèêàòîâ ñîäåðæèò
îáðàçöû àìïëèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ, õàðàêòåðíûå äë  êàæäîé èç èçó÷åííûõ ïîðîä êàðïîâûõ
ðûá, â òîì ÷èñëå êàðïà èëè ñàçàíà.

6. Ñïîñîá ïî ïï.3, 4 è 5, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âåðèôèêàöèþ ïîðîäíîé ïðèíàäëåæíîñòè
ïðîâåð þò ñ ïîìîùüþ ìíîãîìåðíîãî àíàëèçà, íàïðèìåð ïóòåì äèñêðèìèíàíòíîãî àíàëèçà,
ìåòîäà ãëàâíûõ êîìïîíåíò, â êîòîðîì â êà÷åñòâå îáó÷àþùåé âûáîðêè ñëóæèò âûáîðêà
àëëåëåé è àëëåëüíûõ ñî÷åòàíèé îäíîé èç íàáîðà ïîðîä ðûá.
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