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Проведено дослідження генетичного поліморфізму представників виду Rapana venosa (венозна рапана), які мешкають в Одеській затоці та поблизу миса Тарханкут за трьома локусами: COI, 16S rRNA та ITS-1, так як різноманітність умов проживання і багата кормова база дозволяють припускати про наявність різних популяцій даного виду в акваторії Чорного моря. 

За результатами данного дослідження виявлено найбільш оптимальне джерело для отримання зразків ДНК – м’язи ноги. 
Результати ПЛР-аналізу за локусами COI та ITS-1 внутрішньовидового поліморфізму між зазначеними особинами не виявив. Результатів ампліфікації гена 16S rRNA отримано не було. 

Роботу викладено на 37 сторінках, вона містить 2 таблиці та 6 рисунків. Наведено посилання на 34 джерела літератури (8 кирилецею та 26 латиницею).

Ключові слова: Rapana venosa Valenciennes, генетичний поліморфізм, COI, 16S rRNA, ITS-1, ДНК, ПЛР.
The study of genetic polymorphism of representatives of species Rapana venosa, which live in Odessa bay and cusp Tarchankut by  COI, 16S rRNA and ITS-1 loci was provided. As well as a variety of living conditions and rich forage suggest the presence of different populations this species in the Black Sea.
The research shown that most sutable source for DNA-extracting is the foot muscule.

PCR of  COI and ITS-1 loci has not detected intraspecific polymorphism. Amplification of  16S rRNA gene was unsucssesfull.

This research work consists of 37 pages, it contains 2 tables and 6 pictures/ The references are made to 34 literature sources (8 – in the Cyrillic alphabet and 26 – in Latin).
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ПРИЙНЯТІ СКОРОЧЕННЯ ТА АБРЕВІАТУРИ

CO1 – ген цитохромоксидази І
16S Rrna – ген 16S рибосомальної РНК
ITS-1 – внутрішній транскрибуємий спейсер 1
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція

п.н. – пар нуклеотидів

dATP – дезоксиаденозинтрифосфат

dGTP – дезоксигуанідінтрифосфат

dCTP – дезоксицитидінтрифосфат

dTTP – дезокситимідинтрифосфат
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Rapana venosa (Valenciennes, 1846) – вид хижих черевоногих молюсків, який грає важливу роль в морських біоценозах Чорного моря. 
Завдяки високому потенціалу до адаптації до різних умов проживання та через відсутність у Чорному морі природних ворогів, наприклад, морських зірок, популяція молюсків розрослася і завдала великої шкоди чорноморської фауні.

Різноманітність умов проживання і багата кормова база дозволяють припускати про наявність різних популяцій даного виду в акваторії Чорного моря. Сучасні молекулярно-генетичні методи досліджень останнім часом залучаються для вивчення структури популяцій цього молюска, яка вивчена недостатньо [1].

Мета роботи - дослідити генетичний поліморфізм серед представникыв виду Rapana venosa.

Завданням даної роботи було:
1. Провести огляд літератури з методів досліджень, які використовуються у вирішенні питань генетики молюсків.

2. Підібрати метод виділення ДНК з різних тканин рапани.

3. Підібрати оптимальні умови для проведення полімеразної ланцюгової реакції з праймерами для генів CO1, 16S rRNA, ITS-1. 

Об’єкт дослідження – генетичний поліморфізм Rapana venosa.

Предмет дослідження – генетичний поліморфізм за генами CO1, 16S rRNA, ITS-1 представників Rapana venosa.
1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Систематичне положення та морфобіологічна характеристика Rapana venosa
Венозна рапана (син. рапана жилковата, лат. Rapana venosa) – вид хижих черевоногих молюсків.
Rapana venosa відноситься до класу Gastropoda, найчисленнішого класу типу Mollusca, який включає у себе близько 100000 видів [2]. 
Філогенетичні відношення між представниками цього класу ще залишаються недостатньо вивченими [3].
Стара систематика класу Gastropoda, в основу якої покладено морфологічні дослідження моллюсків та їх раковин, поділяє його на 4 підкласи [4]:

· Opisthobranchia – крилоногі;
· Gymnomorpha – безраковинні;
· Pulmonata – легеневі;
·  Prosobranchia – передньозяброві.
 Rapana venosa відноситься до родини Muricidae (мурекси), яка входить до ряду Neogastropoda підкласу Prosobranchia (передньозяброві). Для представників цього підкласу характерна зазвичай спірально завита раковина, іноді ковпачковідная, рідше відсутня. На тильній стороні ноги зазвичай є кришечка, що закриває отвір раковини. Мантійний комплекс органів (зябра, осфрадії, анус, отвори нирок та статевої залози) зміщений вперед; тому зябра розташовані попереду серця (звідси назва підкласу).

Предствники цього підкласу мешкають переважно в морях і океанах до граничних глибин (більшість донні, рідше планктонні або паразитичні форми); деякі живуть у прісних водах і на суші. Prosobranchia включає близько 50 тис. видів [5].
У сучасній таксономічній системі [6], яка побудована на основі філогенетичних відносин між видами, підкласи та надряди відсутні, натомість вони замінені на клади.
Так, родина Muricidae відноситься до клади Muricoidea, яка входить у ряд Neogastropoda. Цей ряд, в свою чергу, входить до клади Hypsogastropoda, яка відноситься до клади Caenogastropoda, яка, разом з сімома іншими кладами входить до класу  Gastropoda.
Спочатку цей вид мешкав в затоці Петра Великого (Далекий Схід), біля берегів Японії, в Жовтому морі, Східно-Китайському морі і Бохайській затоці, однак у першій половині XX століття рапана була занесена в Чорне море, за деякими відомостями, на днищах перекинутих в 1947 році з Японського моря радянських торпедних катерів [7]. З 1959 по 1972 рік її ареал займав північно-західну частину Чорного моря до узбережжя Румунії, Болгарії та Туреччини.

 Завдяки інтенсивним морським перевезенням, територія проживання рапани сильно розширилася і зараз включає все Середземне, Адріатичне, Егейське і Північне море, а також Чесапікську затоку і естуарій Ла-Плати [8, 9, 10].

Через відсутність у Чорному морі природних ворогів, наприклад, морських зірок, популяція молюсків розрослася і завдала великої шкоди чорноморської фауні.

Раковина Rapana venosa масивна, сферична, коротка і з великим завитком. Отвір раковини великий, яйцеподібний, колумелла широка. Колір варіює від сірого до червоно-коричневого з темно-коричневими смугами на спіральних ребрах. Багато особин мають чорні прожилки на раковині. Зсередини раковина яскраво-оранжева [11].
Діаметр раковини далекосхідної рапани може досягати 180 мм, чорноморської – 120 мм. Вага дорослих молюсків сягає 350 г, вага раковини до 170 г.
Внутрішня будова Rapana venosa і розташування органів мантійної порожнини характерно для передньозябрових молюсків. Внутрішня будова більш детально показана на рисунку 1.
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Рис. 1. Внутрішня будова рапани: 1 – слинні залози, 2 – додаткові слинні залози, 3 – орган Лейблейна зі стравоходом, 4 – малинова залоза зі стравоходом, 5 – Лейблейнівська залоза, 6 – гепатопанкреас, 7 – нога, 8 – нирка (нефридія); А – розкрита мантійна порожнина, мантія відвернута у боки, Б – видалена Лейблейнівська залоза [12]
Рапана здатна вижити при температурі води від 4 до 27° С, стійка до забруднення води і дефіциту кисню. Еврігалійний вид.

Досягає статевозрілості у віці від двох (чорноморські рапани) до п’яти років (далекосхідні рапани). Неріст молюсків триває з початку липня по середину серпня і зазвичай триває 15-20 діб. У кладці міститься 100-500 коконів, що мають форму стручка, білого або світло-бузкового кольору, в кожному коконі від 200 до 1000 яєць. Довжина одного кокона від 15 до 42 мм. 

Розвиток зародків рапани всередині кокона продовжується від двох до трьох тижнів, після чого личинка осідає. Розмір личинки 1,7 мм. Зародкова раковина м'яка і гладка.
Швидко зростає перший рік, потім ріст сповільнюється. Вік можна визначити за річними кільцями на оперкулюме (кришечці). Окремі особини досягають 12 років.

Харчується дрібними двостулковими молюсками, раковини яких вона просвердлює за допомогою радули або відкриває за допомогою м'язової сили ноги. Зокрема, рапана масово поїдає промислових молюсків мідію і устрицю [13].
1.2. Організація геному Rapana venosa 

Організація геному Rapana venosa, розміром 2,7 пг, була вивчена за допомогою методу кінетики реасоціації, S1-нуклеазного аналізу та рестрекційного аналізу. Унікальні  послідовності геному, що реасоціюють, складають 21% геному. Середній розмір для 80% цих послідовностей був менший за 700 п. н., а для 20%, що залишилися – не більше 1400 п. н. Більш довгі  ділянки унікальних послідовностей ДНК знайдено не було. 

Геном Rapana venosa містить надзвичайно високий відсоток інвертованих повторів: ця фракція складалє 25% від всього геному[14].

Так звані foldback-структури, які виявлялися після S1-нуклеазного аналізу мають розмір від 200 п. н., до 10000 п. н. Вони були розповсюджені, принаймні, на 85% довжини всього геному, у середньому, інтервали між цими структурами становили 1600 п. н.[14] 

Фракція середньоповторюваної ДНК, яка складає близько 45% геному, містить два кінетичні компоненти, які повторюються, відповідно, 430 та 65000 разів у геномі моллюску[14].

Більшість повторюваних послідовностей має довжину близько 300 п. н. Проте, також було зафіксовано більш довгі послідовності, які складають невелику частину геному, довжиною до 2000 п. н.

Інвертовані повтори, послідовності із середньою повторюваністю та унікальні повтори дисперговані по всьому геному, що вказує на те, що ДНК рапани не організована по типу ДНК Xenopus та Drosophilla [14].
1.3. Молекуляно-генетичні методи дослідження молюсків

Історію розвитку молекулярно-генетичних методів досліджень у популяційній генетиці можна умовно розділити на три етапи. У перші роки впровадження цих досліджень (60-ті роки ХХ ст.), методи, які використовувалися, мали доволі низьку роздільну здатність та дозволяли детектувати таксономічні категорії лише високого рангу. Наступний етап розвитку (друга половина 70-х років ХХ ст.) пов’язаний з впровадженням нового методу – молекулярної гібридизації ДНК, яка була здатна детектувати відмінності між таксонами більш низького порядку, такими як види та підвиди. Третій етап (80-ті роки ХХ ст.) почався з введенням в широку практику досліджень методів біохімічного та генетичного аналізу первинних послідовностей біомолекул – спочатку амінокислотних послідовностей білків, пізніше – нуклеотидних. Це дало можливість детектувати внутрішньовидовий поліморфізм [15, 16].
Тривалий час ідентифікація видів в межах сімейства багрянки (син.  Мурекси, лат. Muricidae), до яких належить і венозна рапана, була ускладнена внаслідок значної морфологічної варіабельності його представників. Також, з цієї ж причини, були проблеми при складанні внутрішньовидових філогенетичних стосунків представників даного сімейства. Так, результати досліджень, заснованих на даних морфологічних особливостей раковин і радул молюсків не дозволяли точно сказати,  відносяться досліджувані особини до різних видів, чи це результат внутрішньовидової мінливості [17, 18]. Крім того, морфологічні показники сильно відрізняються залежно від сезону і етапу онтогенезу особини [18, 19].

Сучасні молекулярно- генетичні методи досліджень, зокрема, так зване ДНК-штрихкодування (англ. DNA barcoding) дозволяють позбутися від прив’язаності до морфо-анатомічних показників досліджуваних особин і виключити неоднозначні моменти в таксономії і філогенії представників сімейства Muricidae.
ДНК-штрихкодування – це молекуляhно-генетична методика, яка використовує короткий ДНК-маркер для визначення належності особини до певного виду. Також характер нуклеотидних замін у межах маркерних генів дозволяє визначити межпопуляціонной відносини в межах виду [20].

Найбільш часто для ДНК-штрихкодування використовуються:

· фрагмети (порядку 600 п. н.) гену мітохондріальної цитохромоксидази I (CO1);

· маркери до генів 16S rRNA і 28S rRNA;

· маркери до внутрішнього транскрибуємого спейсера (англ. internal transcribed spacer) ITS-1.

У даній роботі в якості молекулярно-генетіческоіх маркерів використовувалися ПЛР-фрагменти: CO1, 16S rRNA і ITS-1.
1.4. Методи, які застосовуються при вивченні молекулярно-          генетичного поліморфізму

          1.4.1. Виділення та очистка ДНК

Виділення та очищення нуклеїнових кислот - це перший крок в більшості молекулярно-біологічних досліджень і у всіх методиках, пов'язаних з рекомбінантними ДНК. У нашому випадку, завданням методів виділення нуклеїнових кислот є отримання очищених нуклеїнових кислот з тканин моллюску з метою ампліфікації окремого гену шляхом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Якість та чистота нуклеїнових кислот відносяться до найбільш важливих факторів для успішності ПЛР аналізу. Для того, щоб отримати високоочищені нуклеїнові кислоти, придатні для ПЛР необхідно підібрати методи виділення, які залишатимуть мінімум інгібуючих домішок у зразках ДНК. 

Для виділення нуклеїнових кислот з біологічних матеріалів необхідно провести лізис клітин, інактивацію клітинних нуклеаз і відділення нуклеїнових кислот від клітинної маси. Часто процедура лізису є компромісом декількох методик: вона повинна бути досить жорсткою, щоб зруйнувати структури тканин, і при цьому досить делікатною, щоб не пошкодити цільові нуклеїнові кислоти.

Процедура лізису включає:

· механічне руйнування (наприклад, подрібнення, гіпотонічний лізис);

· хімічну обробку (наприклад, лізис за допомогою детергентів, хаотропних агентів, або тіолове відновлення);
· ферментативне розщеплення білків (наприклад, за допомогою протеїнази К) [21].
Процеси руйнування клітинних мембран та інактивації внутрішньоклітинних нуклеаз можуть бути сумісними. Наприклад, один розчин може містити детергенти або ферменти для розчинення клітинної мембрани і хаотропні солі для інактивації внутрішньоклітинних ферментів. Після лізису клітин і інактивації нуклеаз, клітинна маса може бути легко видалена за допомогою фільтрації або осадження [22].

Методики очищення нуклеїнових кислот з клітинних екстрактів звичайно є комбінацією двох або більше з таких методів:

· виділення/осадження;
· хроматографія;
· центрифугування;
· аффінне розділення.

1.4.2 Визначення концентрації ДНК та оцінка її чистоти

Кількісний вміст ДНК, РНК, олігонуклеотидів і мононуклеотидів може бути визначений безпосередньо у водному розчині або у розведеному буфером розчині шляхом вимірювання величини поглинання світла А.

Всі молекули поглинають енергію випромінювання при специфічнфй довжині хвилі, на підставі чого можливо екстраполювати концентрацію розчиненої речовини. Відповідно до закону Бера-Ламберта, існує лінійна залежність між поглинанням (А) (також визначається, як оптична щільність, OD) і концентрацією макромолекул, яка наводиться в наступному рівнянні:

А = OD = εlc




 (1)
де ε - це коефіцієнт молярної екстинкції, с - концентрація і l -  довжина шляху проходження світла через кювету [23].

 Концентрація нуклеїнових кислот зазвичай визначається при довжині хвилі 260 нм, і порівняннюється зі стандартним розчином. Вплив домішок на результат може бути виявлено по відношенням поглинання світлових хвиль різної довжини. Так як білки поглинають випромінювання з довжиною хвилі 280 нм, відношення А260/280 використовується для визначення чистоти нуклеїнових кислот. Чиста ДНК повинна мати величину відношення, яке дорівнює приблизно 1,8, в той час як чиста РНК дає відповідну величину, яка дорівнює приблизно 2,0. 
Якщо є забруднення домішками білків, відношення А260/А280 буде значно менше, ніж значення, які наведені вище, і точне визначення кількісного вмісту нуклеїнових кислот буде неможливо. Важливо відзначити той факт, що домішки РНК в розчині ДНК не можуть бути виявлені методом спектрофотометрії [24, 25].

Поглинання при 2З0 нм відображає забруднення зразка такими речовинами, як вуглеводи, пептиди, феноли або ароматичні сполуки. У разі чистих зразків, відношення А260/230 має бути приблизно 2,2.

Поглинання при 325 нм може бути використано для виявлення присутності клітинного гомогенату в розчині, або для виявлення факту, що кювета приладу є забрудненою.

Якщо аналізується досить очищений зразок (тобто, без значного кількості домішок, таких як білки, фенол або агароза), спектрофотометричне визначення кількості світла, що поглинається нуклеотидами є простим і точним. Для цього методу ідеальним є буфер з низькою іонною концентрацією (наприклад, 1хТE буфер, у склад якого входить 10 mM Tris, 1 mM EDTA та HCl, у концентрації, яка забезпечує pH 8.0). 

1.4.3. Полімеразна ланцюгова реакція

Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) - експериментальний метод молекулярної біології, що дозволяє отримати значне збільшення малих концентрацій певних фрагментів нуклеїнової кислоти (ДНК) в умовах in vitro. ПЛР як метод досліджень у молекулярній генетиці має велику кількість переваг [26, 27]. Крім ампліфікації ДНК, ПЛР дозволяє проводити інші маніпуляційї з нуклеїновими кислотами (наприклад, введення мутацій) і широко використовується в біологічній практиці. Метод заснований на багаторазовому вибірковому копіюванні певної ділянки ДНК за допомогою ферментів в штучних умовах. При цьому відбувається копіювання тільки тієї ділянки, яка задовольняє заданим умовам, і тільки в тому випадку, якщо він присутній в досліджуваному зразку.
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Рис. 2. Схема проходження полімеразної ланцюгової реакції [28]
Для проведення ПЛР у найпростішому випадку потрібні наступні компоненти:

· ДНК-матриця, що містить ту ділянку ДНК, яку потрібно ампліфікувати.

· Два праймера, комплементарні до протилежних кінців різних ланцюгів необхідного фрагмента ДНК.

· Термостабільна ДНК-полімераза - фермент, який каталізує реакцію синтезу компліментарного ланцюга ДНК з дезоксинуклео-тидтрифосфатів. ДНК-полімераза для використання в ПЛР повинна зберігати активність при високій температурі тривалий час, тому використовують ферменти, виділені з термофілів - Thermus aquaticus (Taq-полімераза), Pyrococcus furiosus (Pfu-полімераза), Pyrococcus woesei (Pwo-полімераза) та інші [29].

· Дезоксирибонуклеозидтрифосфати (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

· Іони Mg2+, необхідні для роботи полімерази. Збільшення концентрації Mg2+ робить різкий вплив на специфічність та ефективність ПЛР: збільшується вихід, але більш високими темпами зменшується специфічність. Оптимум залежить від послідовностей матриці і праймерів. Mg2+ утворює комплекси з дезоксинуклеотидтрифосфатами (саме ці комплекси є субстратом для Taq полімерази).

· Буферний розчин, що забезпечує необхідні умови реакції (рН, іонну силу розчину) [30].

Щоб уникнути випаровування реакційної суміші, в пробірку додають масло з високою температурою кипіння, наприклад, вазелінове або мінеральне. Якщо ампліфікатор має нагрівальний елемент у кришці, цього робити не потрібно.

При проведенні ПЛР виконується 20-35 циклів, кожен з яких складається з трьох стадій.

1. Денатурація. При денатурації двуланцюгову ДНК-матрицю нагрівають до 94-96°C (або до 98°C, якщо використовується особливо термостабільна полімераза) на 0,5-2 хв, щоб ланцюги ДНК розійшлися. При цьому руйнуються водневі зв'язки між двома ланцюгами ДНК. Зазвичай, перед першим циклом проводять тривалий прогрів реакційної суміші протягом 2-5 хв для повної денатурації матриці і праймерів.

2.    Відпал (ренатурація). Коли ланцюги ДНК розійшлися, температуру знижують, щоб праймери могли зв'язатися з одноланцюговою матрицею. Ця стадія називається відпалом. Температура відпалу залежить від складу праймерів і зазвичай вибирається рівної температурі плавлення праймерів. Неправильний вибір температури відпалу приводить або до поганого зв'язування праймерів з матрицею (при завищеній температурі), або до зв'язування в невірному місці і появі неспецифічних продуктів (при заниженій температурі). Час стадії відпалу – 30 cек, одночасно, за цей час полімераза вже встигає синтезувати кілька сотень нуклеотидів.

3. Елонгація (синтез). ДНК-полімераза реплікує матричний ланцюг, використовуючи праймер в якості затравки. Полімераза починає синтез другого ланцюга від 3'-кінця праймера, який зв'язався з матрицею. Температура елонгації залежить від полімерази. Часто використовують полімерази Taq і Pfu найбільш активні при 72°C. Час елонгації залежить як від типу ДНК-полімерази, так і від довжини фрагменту, що ампліфікується. Зазвичай час елонгації приймають рівним одній хвилині на кожну тисячу пар основ. 

Після закінчення всіх циклів часто проводять додаткову стадію фінальної елонгації, щоб добудувати всі одноланцюгові фрагменти. Ця стадія триває 7-10 хв [31].

ПЛР проводять у ампліфікаторі - приладі, що забезпечує періодичне охолоджування і нагрівання пробірок, зазвичай з точністю не менше 0,1°C.

Специфічність ПЛР заснована на утворенні комплементарних комплексів між матрицею і праймерами, короткими синтетичними олігонуклеотидами довжиною 18-30 нуклеотидів. Кожен з праймерів комплементарний одному з ланцюгів двуланцюгової матриці і обмежує початок і кінець ділянки, що ампліфікується. Після гібридизації матриці з праймером, останній служить затравкою для ДНК-полімерази при синтезі комплементарного ланцюжка матриці. Найважливіша характеристика праймерів - температура плавлення (Tm) комплексу праймер-матриця. Тому, основним підготовчим етапом перед проведенням ПЛР для всіх зразків є визначення оптимальної температури плавлення праймеру. 

Tm - температура, при якій половина ДНК-матриць утворює комплекс з олігонуклеотидним праймером. Усереднена формула підрахунку Tm для короткого олігонуклеотиду (і для довгих ДНК фрагментів):
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(з урахуванням концентрації іонів К + і ДМСО, де L - кількість нуклеотидів в праймері, K + - молярна концентрація іонів калію, G + C - сума всіх гуанінів і цитозинів) [32].

В випадку невірного вибору довжини і нуклеотидного складу праймеру або температури відпалу можливе утворення частково комплементарних комплексів з іншими ділянками матричної ДНК, що може призвести до появи неспецифічних продуктів. Верхня межа температури плавлення обмежена оптимумом температури дії полімерази, активність якої падає при температурах вище 80°С. При виборі праймерів бажано дотримуватися наступних критеріїв:

· GC-склад ~ 40-60%;

· близькі Tm праймерів (відмінності не більше, ніж на 5 ° C);

· відсутність неспецифічних вторинних структур - шпильок і димерів;

· бажано, щоб на 3'-кінці був гуанін або цитозин, оскільки вони утворюють три водневі зв'язки з молекулою матриці, та роблять гібридизацію більш стабільною [33].

1.4.5. Електрофорез

У біохімії та молекулярної біології електрофорез використовується для розділення макромолекул - білків і нуклеїнових кислот (а також їх фрагментів). Цей метод знаходить найширше застосування для розділення сумішей біомолекул на фракції або індивідуальні речовини і використовується в біохімії, молекулярної біології, клінічній діагностиці, популяційної біології (для вивчення генетичної мінливості). 

Поділ макромолекул залежить від двох змінних: заряду і маси. Коли біологічний зразок, такий як ДНК, змішується в буферному розчині і наноситься на гель, обидва параметри діють одночасно. Електричний заряд від одного електрода відштовхує молекули, в той час як інший електрод одночасно притягує молекули.

Матеріал, що утворює гель, діє як «молекулярне сито», розділяючи молекули за розміром. У процесі електрофорезу макромолекули змушені переміщатися через пори і швидкість їх переміщення через електричне поле залежить від наступних параметрів:

• сила електричного поля;

• розмір і форма молекул;

• відносна гидрофобность зразків;

• іонна сила і температура буфера, в якому рухаються молекули [34].

Стандартним методом, який використовується для розділення, ідентифікації та очищення фрагментів ДНК є електрофорез в агарозному гелі.

Агароза, природний колоїд, який виділяють з морських водоростей, є лінійним полисахаридом (середня молекулярна маса ~ 12 000 Да), утвореним повторюваним елементом – агаробіозой, яка складається з галактози і 3,6 - ангідрогалактози. 

Агарозні гелі мають пори великого розміру і використовуються переважно для поділу великих молекул з молекулярною масою більшою, ніж 200 кДа. Розділ в агарозних гелях відбувається швидко, але з обмеженою роздіольною здатністю, так як смуги, що утворюються в агарозних гелях, мають тенденцію розмиватися/дифундувати і поширюватися в сторони. Це є результатом наявності великого розміру пор у гелі. 

Агарозні гелі отримують суспендуванням сухого порошку агарози у водному розчині буфера, і кип'ятінням суміші до того моменту , коли агароза розплавиться і утворить прозорий розчин. Потім розчин наливають на підкладку і дають охолонути до кімнатної температури, щоб сформувався гель. При застиганні агароза формує матрикс, щільність якого визначається концентрацією. 

На електрофоретичну рухливість ДНК впливають склад і іонна сила буфера для електрофорезу. У відсутності іонів електропровідність мінімальна і переміщення ДНК відбувається повільно, в буфері з високою іонною силою електропровідність дуже ефективна, проте утворюється значна кількість тепла. У гіршому випадку, гель розплавляється і ДНК денатурує. 

Існує декілька буферів для електрофорезу нативної двуланцюгової ДНК. Вони містять EDTA (pH 8.0) і Tris-ацетат (ТАЕ), Tris-борат (TBE), або Tris-фосфат (ТРЕ) в концентрації приблизно 50 мМ (рН 7,5 - 7,9).

Буфери для електрофорезу зазвичай готують у вигляді концентрованих розчинів і зберігають при кімнатній температурі. Буфер TBE використовують для електрофорезу в агарозному гелі при робочій силі буфера 1x (одноразовий).

Фрагменти ДНК заданого розміру переміщуються в гелі на різні відстані залежно від концентрації агарози. За відповідних концентраціях агарози та/чи буфера можливо розділити сегменти ДНК розміром від 20 до 50000 п.н. (пар нуклеотидів).

У горизонтальних гелях агароза зазвичай використовується в концентрації від 0,7 % до 3 % (Табл. 1 ).
Таблиця 1
 Рекомендована концентрація агарозного гелю для розділення лінійних молекул ДНК
	Концентрація агарози, %
	Діапазон розмірів ДНК (п.н.)

	0,75
	10000-15000

	1,00
	500-10000

	Продовження табл. 1

	Концентрація агарози, %
	Діапазон розмірів ДНК (п.н.)

	1,55
	300-5000

	1,50
	200-4000

	2,00
	100-2500

	2,50
	50-1000


При заданій напрузі, концентрації агарозного гелю і буфера, відстань переміщення залежить від молекулярної ваги вихідного матеріалу. Тому, маркерна ДНК відомого розміру повинна наноситися на доріжки і з лівого, і з правого краю гелю. Маркер зазвичай містить певний набір відомих фраггментів ДНК, які полегшують визначення розміру досліджуваної ДНК, якщо під час електрофорезу виникне викривлення гелю.

 Зразки ДНК, які будуть наноситися на агарозний гель спочатку змішують з буфером для нанесення, який зазвичай містить воду, сахарозу і барвник (наприклад, ксіленціанол, бромфеноловий синій, бромкрезол зелений та інші). 

Мінімальна кількість ДНК, яке може бути виявлено на знімках гелю , пофарбованого бромистим етидієм, становить близько 2 нг в смузі шириною 0,5 см. Якщо в смузі такої ширини знаходиться більше 500 нг ДНК, то це  означає, що доріжка перевантажена, що призводить до розмивання смуги. Буфер для нанесення використовується для трьох цілей:

· збільшення щільності зразка для забезпечення попадання ДНК в лунку у гелі;

· додавання фарбника до зразка, щоб полегшити процес нанесення;

· додавання до зразка такого барвника, який в електричному полі буде рухатися в бік анода на передбачувану відстань [35].
2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 
2.1. Матеріал
 Молюсків збирали вручну безвиборочним способом на кам'яній гряді Одеської затоки в районі Малого Фонтану в 50 м від берега на глибині 5-7 м. Друга вибірка молюсків була виловлена ​​в районі мису Тарханкут, на такій же глибині. Зібраних молюсків заморожували при температурі -28°С і зберігали до аналізу. Препарували молюсків після відтавання , в дослід брали тканини: м'язи ноги, слинні залози і нирку (нефридії). Зразки тканин були розміром 0,5х0,5 мм, вагою, приблизно, 200-300 мкг. Зразки були взяті у 6 особин ( 3 – з Одеської затоки, 3 – з мису Тарханкут). Зібраний матеріал для дослідження був люб’язно представлений доц., к.б.н. Валентином Анатолійовичем Топтіковим (Одеський національний університет імені І. І. Мечникова, кафедра генетики та молекулярної біології) та доц., к.б.н. Олегом Олексійовичем Ковтуном (Одеський національний університет імені І. І. Мечникова, кафедра гідробіології та загальної екології, гідробіологічна станція ОНУ).
2.2. Виділення ДНК

Першим етапом досліду був підбір оптимального методу виділення ДНК та джерела для виділення генетичного матеріалу з метою отримання якісного та чистого препарату ДНК. 

Выделение ДНК производилось с помощью набора реагентов Diatom™ DNA Pref 100 («Лаборатория ИзоГен», Москва). 

Набір реагентів Diatom™ DNA Pref 100 оснований на використанні лізуючого реагента з гуанідинтіоціанатом, який лізує клітини, солюбілізує клітинний дебрис та деактивує клітинні нуклеази. У присутності лізуючого реагенту ДНК сорбується на сорбенті NucleoS, після чого відмивається від білків і солей спиртовим розчином. ДНК, елюйована із сорбента ExtraGene E або бідистильованою водою, може бути використана за призначенням.

Протокол виділення ДНК.

Приготування робочого розчину – сольового буферу. Вміст флакону з 10-кратним сольовим буфером (10 мл), перенесли в мірний циліндр, довели бідистилбованою водою до мітки 100 мл і 96% етиловим спиртом до мітки 300 мл і змішали. Готовий розчин сольового буферу необхідно зберігати в герметично закритій посуді при температурі 4оС.

1. В пробірки об’ємом 1,5 мл внесли по 200 мкл досліджуваної проби, додали 400 мкл лізуючого буферу і змішали вміст кожної пробірки перевертанням (5-10 разів). Інтенсивне струшування суміші не рекомендується.

2. Помістили пробірки з сумішшю в термостат на 5-7 хв при температурі 65оС.

3. Після того, як пробірки з сумішшю дістали з термостату, відцентрифугували протягом 10 сек при 5000 об.\хв (Eppendorf MiniSpin, Німеччина). В тому випадку, якщо суміш містить несолюбілізований клітинной дебрис або інший нерозчинний осад. Прозорий супернатант повністю перенесли в чисті пробірки.

4. В пробірки з чистою сумішшю додавали 20 мкл суспензії сорбента NucleoS, перед використанням NucleoS інтенсивно струшували на вортексі (Personal spin vortex microspin fv-2400).

5. Пробірки перемішували перевертанням 10 хв.

6. Центрифугували 10 сек при 5000 об.\хв (Eppendorf MicroSpin, Німеччина).

7. Обережно, не зачіпаючи осаду, видаляли супернатант за допомогою автоматичної піпетки.

8. До осаду додали 200 мкл лізуючого агента, ретельно перемішували на вортексі (Personal spin vortex microspin fv-2400) до повного гомогенного стану.

9. Додавали в пробірки з сумішшю 1 мл робочого розчину сольового буфера.

10.  Перемішували вміст пробірок перевертанням (5-10 разів).

11.  Центрифугували 10 сек при 5000 об.\хв (Eppendorf MicroSpin, Німеччина).

12.  Обережно, не зачіпаючи осаду, видаляли супернатант за допомогою автоматичної піпетки.

13.  Додавали в кожну пробірку 1 мл робочого розчину сольового буфера, перемішували вміст пробірок на вортексі (Personal spin vortex microspin fv-2400), центифугували 10 сек при 5000 об.\хв(Eppendorf MicroSpin, Німеччина) і обережно видалили супернатант за допомогою автоматичної піпетки.

14.  Повторювали пункт 13.

15.  Просушували осад при температурі 65оС протягом 4-5 хв.

16.  В ці ж пробірки вносили 50 мкл бідистильованої води.

17.  Суспендували вміст пробірок на вортексі 5-10 хв до отримання гомогенної суспензії, потім поміщали в термостат на 4-5 хв при 65оС.
18.  Ще раз суспендували вміст пробірок на вортексі перед центрифугуванням.

19.  Центрифугували 1 хв при 10000 об.\хв (Eppendorf MicroSpin, Німеччина).
20.  Переносили супернатант з ДНК в чисту пробірку. ДНК зберігали при температурі -20оС.

2.3. Вимірювання концентрації ДНК в зразках

Концентрацію зразків ДНК моллюсків вимірювали на приборі NanoPhotometr plus (Eppendorf, Німеччина). При вимірюванні  концентрації  ДНК  проби об’ємом 2  мкл  додавали у кювети  з 10 мкл  1хTE буфера (10 mM Tris, 1 mM EDTA та HCl, у концентрації, яка забезпечує pH 8.0).

2.4. ПЛР-аналіз генів COI, 16S rRNA та ITS-1
Ампліфікацію цільових фрагментів проводили на приладі Analytic Jena Flex Cycler (Німеччина).

Для ПЛР використовувалися наступні пари праймерів , згідно з [1]:

1 ) . MLCO1490 (F) (5’TTCGACAAATCATAAAGACATTGG3’)

       MHCO2198 (R) (5’TATACCTCTGGATGTCCAAAAAATCA3’);

2 ) . 16SarM (5’GCGGTACTCTGACCGTGCAA3’)

       16SbrM(5’TCACGTAGAATTTTAATGGTCG3’);

3 ) . ITS-1 (F) (5’TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA3’)

       ITS-1 (R) (5’GCTGCGTTCTTCATCGATGC3’).

Реакційна суміш для 1 зразка об'ємом 20 мкл складалася з: 2 мкл 10х буфера для ПЛР, 2 мкл 10mM dNTPs (ATP, GTP, CTP, TTP), по 1,5 мкл 10mM правого і лівого праймерів, 200 нг ДНК, 1 U Taq-полімерази і 10,5 мкл H20.

Поверх кожної проби додавали по 30 мкл мінерального масла.

Ампліфікацію проводили в умовах, рекомендованих [1]:

1). попередня денатурація : 95°С – 1 хв;

2). 35 циклів синтезу фрагмента:

     - денатурація 95°С – 1 хв;

     - відпалювання: температура варіювала від 45°С до 55°С (залежно  

       від праймера) – 1 хв;

     - елонгація: 72°С – 1хв;

3). заключна елонгація: 72°С - 5хв .
2.5. Електрофорез продуктів ампліфікації в агарозному гелі

Продукти, отримані під час реакції ампліфікації ДНК, фракціонували методом горизонтального електрофорезу в 2% агарозному гелі розмірами 150 х 100 х 10 мм. Для виготовлення гелю об’ємом 50 мл використовували: 400 мг агарози, потім додали 5 мл 1хТВЕ (50 мМ Н3ВО3, 2 мМ EDTA рН 8,0), 45 мл бідистильованої води та 5 мкл бромистого етидію. Для нанесення ДНК у гель використовували 3 мкл 6х буфера для нанесення (0,25% бромфеноловий синій, 40% сахароза у 1х TBE).  Електрофорез проводили протягом 1 год. при напрузі 210 V в 1хТВЕ буфері на приборі PowerPac Basic (Bio Rad, Сінгапур) [1].

Результати електрофоретичного розділення зразків було візуалізовано на трансілюмінаторі Mocecular Imager Gel Doc XR+ Imaging system (Bio Rad, Сінгапур).
3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Спектрофотометрична характеристика виокомолекулярної  ДНК рапани
Як наведено в розділі 2 «Матеріали та методи», ДНК рапани  виділяли з різних тканин – м’яза ноги, нефридії та слинних залоз за допомогою  набору для виділення ДНК із тваринних тканин DiatomTM DNAPrep100. ДНК аналізували на спектрофотометрі NanoPhotometr plus (Eppendorf, Німеччина),  де визначили наступні показники: С – концентрацію ДНК у μg/ml, оптичну щільність  А  при  довжині  хвилі 230; 260; 280; 340 нм,  а  також  відношення А260/280 та А260/230. Отримані дані наведені в табл. 2.
Таблиця 2

 Спектрофотометрична характеристика і концентрація ДНК (нг/мкл) Rapana venosa
	№
	Зразок*
	А230,
ОЕ
	А260,
ОЕ
	А280,
ОЕ
	А320,
ОЕ
	А260/280
	А260/230
	С, нг/мкл

	1
	1н (оз)
	1,324
	0,338
	0,226
	0,076
	1,747
	0,210
	131

	2
	2н (оз)
	1,419
	0,182
	0,112
	0,025
	1,805
	0,113
	78

	3
	3н (оз)
	1,509
	0,257
	0,163
	0,044
	1,790
	0,145
	106

	4
	1н (тх)
	0,472
	0,061
	0,038
	-0,005
	1,535
	0,138
	33

	5
	3н (тх)
	0,692
	0,123
	0,072
	0,008
	1,797
	0,168
	57,5

	*Номер – зразок рапани, буква – тканина: н – нога, сл – слюнні залози, нф – нефридії; оз – Одеська затока, тх – мис Тарханкут

Продовження табл. 2

	№
	Зразок*
	А230,

ОЕ
	А260,

ОЕ
	А280,

ОЕ
	А320,

ОЕ
	А260/280
	А260/230
	С, нг/мкл

	6
	4н (тх)
	0,619
	0,172
	0,112
	0,028
	1,714
	0,244
	72

	7
	1нф (оз)
	1,038
	0,566
	0,314
	0,008
	1,824
	0,542
	279

	8
	2нф (оз)
	1,812
	1,013
	0,556
	0,058
	1,918
	0,544
	478

	9
	3нф (оз)
	0,867
	0,468
	0,216
	0,000
	2,167
	0,540
	234

	10
	1нф (тх)
	0,363
	0,023
	0,006
	-0,019
	1,980
	0,110
	58

	11
	3нф (тх)
	0,679
	0,129
	0,086
	0,032
	1,796
	0,150
	48,5

	12
	4нф (тх)
	0,554
	0,071
	0,044
	-0,002
	1,783
	0,131
	36,5

	13
	1сл (оз)
	-0,293
	0,992
	0,444
	-0,023
	2,173
	----
	508

	14
	2сл (оз)
	0,943
	0,374
	0,192
	0,005
	1,973
	0,393
	185

	15
	3сл (оз)
	1,779
	0,603
	0,313
	0,004
	1,939
	0,337
	300


Згідно з результатами вимірів, середня концентрація ДНК рапан, виловлених в Одеській затоці: м'язи ноги - 105 нг/мкл, нефридії - 330,3 нг/мкл, слинні залози - 331 нг/мкл. 

Для рапан, виловлених у районі мису Тарханкут: м'язи ноги - 54,2 нг / мкл, нефридії - 35,3 нг/мкл, зразки слинних залоз отримати не вдалося з причини малого розміру особин.

Відносно малу концентрацію ДНК у зразках, виділених із м’язів ноги можна пояснити недостатньою гомогенизацією та лізисом матеріалу.
Співвідношення А260/280 у найбільш чистих препаратах ДНК повинно наближуватися до значення 1,8. Перевищення цього значення означає, що препарат забруднений домішками білкової природи.
Співвідношення А260/280 та аналіз характеристики поглинання ультрафіолетового світла показало, що зразки ДНК, виділені із м’язів ноги рапани мають найменшу кількість домішок білкової природи.

Так, середнє значення співвідношення А260/280 для зразків ДНК, виділенних із м’язів ноги – 1,731; для зразків ДНК, виділенних із тканини нирки – 1,911; для зразків ДНК, виділенних із слюнних залоз – 2,028. 
Зразки, виділені із нирки та слюнних залоз мають у своєму складі значну кількість домішок, тому, отримана при вимірюванні концентрація ДНК може відрізнятися від дійсної у меншу сторону. Підтвердження данних спектрофотометричного аналізу для цих зразків можливо за проведення електрофорезу тотальної ДНК в агарозному гелі.
Низькі значення оптичної щільності усіх зразків при довжині хвилі 340 нм означає, що вони позбавлені домішок клітинного гомогенату.
Характеристика поглинання зразками ультрафіолетового світла з довжиною хвилі 230; 260; 280; 340 нм, визначена на NanoPhotometr plus (Eppendorf, Німеччина),  наведена на рис. 3.
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Рис. 3. Графіки поглинання зразками ДНК  Rapana venosa ультрафіолетового світла з довжиною хвилі 230; 260; 280; 340 нм.

Номер – зразок рапани, буква – тканина: н – нога, сл – слюнні залози, нф – нефридії; по осі х – оптична щільність, по осі у – довжина хвилі
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Продовження рис.3
3.2. Електрофоретичне дослідження ДНК рапани
Був проведений електрофоретичний розділ у 1% агарозному гелі (V=140В, t=60 хв) тотальної ДНК Rapana venosa, виділеної за допомогою комплекту реагентів DiatomTM DNAPrep100.

Результати дослідження наведені на рис. 4.
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Рис.4. Електрофореграма тотальної ДНК Rapana venosa  у 1% агарозному гелі, доріжки: 1 – 1н (тх), 2 – 3н (тх), 3 – 4н (тх), 4 – 1н (оз), 5 – 2н (оз), 6 – 3н (оз), 7 – 1сл (оз), 8 – 2сл (оз), 9 – 3сл (оз), 10 – 1нф (оз), 11 – 3нф (оз), 12 – 4нф (оз), 13 – 1нф (тх), 14 – 3нф (тх), 15 – 4нф (тх), 16 – маркер DNA Ladder

Результати електрофорезу тотальної ДНК в 1% агарозному гелі показали, що інтенсивність візуалізації ДНК у гелі прямо пропорційна до її концентрації у зразках, що підтверджує достовірність данних спектрофотометричного аналізу. 

Так, зразки 1сл (оз), 2сл (оз), 3сл (оз), 3нф (оз), 4нф (оз), які, за данними спектрофотометричного аналізу показали найбільшу концентрацію ДНК, на електрофореграмі представлені найбільш яскраво. 

3.3. Аналіз продуктв ампліфікації в агарозному гелі 

Аналіз продуктів ампліфікації у 2% агарозному гелі показав:

1). При використанні праймерів MLCO1490 (F) і MLCO2198 (R) до гену CO1 були отримані ПЛР-фрагменти довжиною близько 700 п.н., що співпадало з результатами [1]. Поліморфізм серед зразків 1н (оз), 2н (оз), 3н (оз), 3сл (оз), 3н (тх), 4н (тх), 1нф (тх), 3нф (тх) детектовано не було. Ампліфікація пройшла з різним ступенем інтенсивності: найбільша спостерігалася у зразків 1н (оз), 2н (оз), 3н (оз) , 3н (тх). Зі зразками 1н (тх) і 4нф (тх) ПЛР не пройшла. 

Різну  ступінь інтенсивності ампліфікації серед зразків можна пояснити неодинаковою кількістю ДНК, що приймала участь у ПЛР та різною ступінню чистоти зразків. Так, концентрація ДНК у зразках 1н (оз), 2н (оз), 3н (оз), 3н (тх) (табл. 2) виявилася цілком достатньою для успішного проходження ПЛР, крім того, коефіцієнти поглинання ультрафіолетового світла А260/280 свідчать про високу чистоту данних зраків і відсутність домішок, які здатні інгібувати ПЛР.
Спектрофотометрична характеристика зразків 1н (тх) і 4нф (тх) показала недостатню кількісь ДНК у зразку для успішного проходження ПЛР.
2). При використанні праймерів ITS-1 (F) і ITS-1 (R) були отримані фрагменти довжиною близько 600 п.н., що співпадають з результатами [1]. Поліморфізм серед зразків 1н (оз), 2н (оз), 3н (оз), 3н (тх), 4н (тх), 1нф (тх), 3нф (тх) детектовано не було. Ампліфікація пройшла з різним ступенем інтенсивності: найбільша спостерігалася у зразків 2н (оз), 3н (оз), 4н (тх), 3нф (тх). Зі зразками 1н (тх), 3сл ( оз ) і 4нф (тх) ПЛР не пройшла.

Низька ефективність ампліфікації з праймерами  ITS-1 (F) і ITS-1 (R) та з праймерами до гену СО1 у зразку сл3 (оз) можна пояснити наявністю у препараті ДНК низькомолекулярних домішок, що інгібували ПЛР. Про це свідчить високий показник оптичної щільності при довжині хвилі 230 нм.
 3). При використанні праймерів SarM і SbrM фрагментів отримано не було. Можливо, незадовільні результати ПЛР були пов’язані з тим, що для реакції були підібрані неоптимальні температурні умови для відпалу зазначених праймерів.
Результати електрофорезу в агарозному гелі представлено на рисунках 4 і 5.
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Рис. 4. Продукти ампліфікації з праймерами до послідовності ITS-1:
1 – маркер pUC19/Msp I; 2 – 1н (оз); 3 – 2н (оз); 4 – 3н (оз); 5 – 1н (тх); 6 – 3сл (оз); 7 – 3н (тх); 8 – 4н (тх); 9 – 1нф (тх); 10 – 3нф (тх); 11 – 4нф (тх) 12 – маркер 1kb DNA Ladder

Рис. 5. Продукти ампліфікації з праймерами до послідовності CO1:

1 – маркер pUC19/Msp I; 2 – 1н(оз); 3 – 2н(оз); 4 – 3н(оз); 5 – 1н(тх); 6 – 3сл(оз); 7 – 3н(тх); 8 – 4н(тх); 9 – 3нф(тх); 10 – 1нф(тх); 11 – 4нф(тх) 12 – маркер 1kb DNA Ladder
ВИСНОВКИ
1. За результатами спектрофотометричного аналізу айбільш зручним об'єктом отримання чистих препаратів ДНК є м'язова тканина ноги рапани. 

2. ПЛР-аналіз послідовності CO1 дозволив виявити продукти ампліфікації розміром 700 п.н. Поліморфізм за даним локусом між зразками рапан з Одеської затоки і мису Тарханкут не виявлено.

3. ПЛР-аналіз послідовності ITS-1 дозволив виявити продукти ампліфікації розміром 600 п.н. Поліморфізм за даним локусом між зразками рапан з Одеської затоки і мису Тарханкут не виявлено.
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