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АНОТАЦІЯ

Різноманітність умов проживання і багата кормова база дозволяють припускати наявність різних екоугруповань представників Rapana venosa в різних акваторіях Чорного моря. Проведено дослідження генетичного поліморфізму R. venosa , які мешкають в акваторіях Одеської затоки, острова Зміїний та прибережної зони Татарбунарського району за двома PBS-послідовностями ретротранспозонів: 2076 та 2080. 
За результатами данного дослідження обрано найбільш оптимальний набір реактивів для отримання препаратів ДНК з м’язової тканини ноги рапани – Nucleospin® Genomic DNA from food. 

Результати ПЛР-аналізу за PBS-послідовностями 2076 та 2080 виявили внутрішньовидовий поліморфізм між зазначеними особинами.
Проведено біоінформативний аналіз нуклеотидних послідовностей локусів CO1 та NADH2, представлених у базі даних NCBI.  У результаті показали, що локуси CO1 та NADH2 можна використовувати для дослідження генетичного поліморфізму екоугроповань  Rapana venosa в різних акваторіях Північно-Західного Причорномор’я.
Роботу викладено на 71 сторінці, вона містить 3 таблиці та 11 рисунків. Наведено посилання на 76 джерела літератури (10 кирилецею та 66 латиницею).

Ключові слова: Rapana venosa Valenciennes, генетичний поліморфізм, iPBS, COI, NADH2, ДНК, ПЛР.

ABSTRACT

A variety of living conditions and rich forage suggest the presence of different ecological groups of Rapana venosa specimens in different waters of the Black Sea. The study of genetic polymorphism of  R. venosa specimens, which live in water areas of Odessa bay, Zmiyinyy island and coastal area of  Tatarbunary by two PBS-regions of retrotransposons, 2076 and 2080, was provided. 

The research showed that most suitable kit of reagents for DNA isolation from Rapana venosa foot muscle is the Nucleospin® Genomic DNA from food reagents kit.

The PCR analysis of PBS-regions 2076 and 2080 revealed intraspecific polymorphism between these individuals.

A bioinformatical analysis of nucleotide sequences of loci CO1 and NADH2, represented in the NCBI database was provided. The results of analysis showed that loci CO1 and NADH2 can be used to study genetic polymorphism of different ecological groups of Rapana venosa in different waters of the Northwest Black Sea.

This research work consists of 71 pages, it contains 3 tables and 11 figures. The references are made to 76 literature sources (10 – in the Cyrillic alphabet and 66 – in Latin).

Keywords: Rapana venosa Valenciennes, genetic polymorphism, iPBS, COI, NAD2, DNA, PCR.
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МГЕ – мобільні генетичні елементи
п.н. – пар нуклеотидів

ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція

BLAST – Basic Local Alignment Search Tool, укр. Основний Інструмент Пошуку Локальних Вирівнювань
CO1 – ген мітохондріальної цитохромоксидази І
dATP – дезоксиаденозинтрифосфат

dCTP – дезоксицитидінтрифосфат

dGTP – дезоксигуанідінтрифосфат

dTTP – дезокситимідинтрифосфат
LTR – long terminal repeat, укр. довгі термінальні повтори
NADH2 – ген мітохондріальної НАДН-дегідрогенази II
NCBI – National Center for Biotechnology Information, укр. Національний Інформаційний Біотехнологічнічний Центр
PBS – primer binding site, укр. сайт зв’язування праймера
ВСТУП

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, в тому числі багата кормова база дозволяють припускати про наявність різних екоугруповань даного виду в акваторії Чорного моря. В останній час для вивчення генетичної структури популяції цього молюска залучаються сучасні молекулярно-генетичні методи досліджень [75].
Мета роботи – дослідити ступінь генетичного поліморфізму серед представників виду Rapana venosa різних акваторій Чорного моря по окремих локусах геному.
Завданням даної роботи було:
1. Провести огляд літератури щодо досліджень, які проводяться з метою з’ясування молекулярно-генетичнх проблем біології рапани, її адаптаційного та еволюційного потенціалу.
2. Підібрати метод виділення ДНК з м’язової тканини ноги рапани.

3. Підібрати оптимальні умови для проведення полімеразної ланцюгової реакції з праймерами до PBS-послідовностей LTR-ретротранспозонів.
4. Детектувати та дослідити генетичний поліморфізм за вищезазначених локусів у рапан, які мешкають в акваторіях Одеської затоки, острова Зміїний та прибережної зони Татарбунарського району.

5. Провести біоінформативний аналіз нуклеотидних послідовностей локусів CO1 та NADH2 та з’ясувати можливість їх використання для детекції генетичного поліморфізму екоугуповань рапан у Чорному морі.
Об’єкт дослідження – молекулярна організація геному Rapana venosa.

Предмет дослідження – генетичний поліморфізм за локусами PBS-послідовностей ретротранспозонів, CO1 та NADH2 представників Rapana venosa із різних акваторій Чорного моря.
1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Систематичне положення та морфобіологічна характеристика Rapana venosa
Венозна рапана (син. рапана жилковата, лат. Rapana venosa) – вид хижих черевоногих молюсків відноситься до класу Gastropoda, найчисленнішого класу типу Mollusca, який включає у себе близько 100000 видів [19]. Філогенетичні відношення між представниками цього класу ще залишаються недостатньо вивченими [5].
Стара систематика класу Gastropoda, в основу якої покладено морфологічні дослідження моллюсків та їх раковин, поділяє його на 4 підкласи [58]:
· 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 ковпачковидна, 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 [31].
За сучасною таксономічною системою [14], 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.
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 [41]. 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 (рис. 1) і розташування органів мантійної порожнини характерно для передньозябрових молюсків. 
[image: image1.png]



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 [8]
Рапана здатна вижити при температурі води від 4 до 27°С, стійка до забруднення води і дефіциту кисню. Еврігалійний та еврітермний вид.
Досягає статевої зрілості 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 становить 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 [3]. Якщо на батьківщині основним джерелом харчування рапани являються устриці, то в новому ареалі після знищення запасів устриць рапана перейшла на інші молюски, зокрема такі двостулкові, як мідії та венеріди [6, 10]. Крім того, рапана може вживати в їжу крабів, харчуватися падаллю [9] і навіть виявляти канібалізм [10].

 Відомо, що на початку ХХ століття венозна рапана мешкала на устричних банках 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 [6]. 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, Тирренське, Егейське і Північне море, а також Чесапікську затоку і естуарій Ла-Плати [15, 47, 50].

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

1.2. Організація геному Rapana venosa
Організація геному молюсків роду Rapana, розміром 2,7 пг, була вивчена за допомогою методу кінетики реасоціації, S1-нуклеазного аналізу та рестрикційного аналізу [7]. 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 містить надзвичайно високий відсоток інвертованих повторів: ця фракція складалє 25% від всього геному [7]. Так звані foldback-структури, які виявлялися після S1-нуклеазного аналізу мають розмір від 200 п. н., до 10000 п. н. Вони розповсюджені, принаймні, на 85% довжини всього геному, у середньому, інтервали між цими структурами становлять 1600 п. н. [7].
Фракція середньоповторюваної ДНК, яка складає близько 45% геному, містить два кінетичні компоненти, які повторюються, відповідно, 430 та 65000 разів у геномі молюску [7]. Більшість повторюваних послідовностей має довжину близько 300 п. н. Проте, також було зафіксовано більш довгі послідовності, які складають відносно 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 [7].
У геномі рапани було виявлено 57 поліморфних мікросателітних локусів. Число алелів у локусі коливається від 2 до 14. Спостережувана та очікувана гетерозиготність за цими локусами становить від 0,100 до 1,000 та від 0,127 до 0,919 відповідно [64].  

X. Sun та A. Yang [64] було проведено повне секвенування мітохондріального геному Rapana venosa. Загальна довжина мітохондріального геному становить 15271 п. н., його розмір є характерним для інших представників родини Muricidae. 
У мітохондріальному геномі венозної рапани виявлено 13 білок-кодуючих генів, 21 ген транспортної РНК та 2 гени, що кодують рибосомну РНК.  Особливістю мітохондріального геному рапани є високий відсоток наявності АТ-пар (69%) та невелика кількість некодуючих регіонів (загалом –  302 п. н.), найбільший із них становить 74 п. н. у довжину [63].

1.3. Молекуляно-генетичні методи дослідження молюсків

1.3.1. Проблеми досліджень систематики Muricidae

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, засновані на даних морфологічних особливостей раковин і радул молюсків, не дозволяли точно сказати,  відносяться досліджувані особини до різних видів, чи це результат внутрішньовидової мінливості [57, 44]. Крім того, морфологічні показники сильно відрізняються залежно від сезону і етапу онтогенезу особини [44,26].

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 молекулярно-генетична методика, яка використовує короткий ДНК-маркер для визначення належності особини до певного виду. Також характер нуклеотидних замін у межах маркерних генів дозволяє визначити міжпопуляційні відносини в межах виду [29].

Найбільш часто для ДНК-штрихкодування використовуються:

· фрагмети (порядку 640 п. н.) гену мітохондріальної цитохромоксидази I (CO1);

· фрагменти (порядку 650 п. н.) гену мітохондріальної НАДН-дегідрогенази ІІ (NADH2);

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

· маркери до внутрішнього спейсера, що транскрибується (англ. internal transcribed spacer) ITS-1;

· маркери на основі LTR-послідовностей ретротранспозонів.

1.3.2. Молекулярні маркери на основі мітохондріальної ДНК

Використання генів мітохондріальної ДНК у якості молекулярних маркерів для ДНК-штрихкодування засновано на відносно простій концепції. Мітохондріальна ДНК еукаріот має високу швидкість мутування, що у результаті призводить до високого ступеню генетичного поліморфізму особин у відносно коротких, з точки зору теорії еволюції, часових масштабах (тисячі поколінь) [4]. Як правило, мітохондріальний геном спадкується по материнській лінії, тому ефективний розмір популяції пропорційний кількості самок. Це контрастує з ядерним геномом, розмір якого у 100 000 разів більше, та у формуванні якого приймають участь обидва батьки у рівній мірі (ефективний розмір популяції у два рази більший). Така різниця у ефективній чисельності популяцій призводить до більш швидкого сортування гаплотипів у межах мітохондріального геному як у межах однієї популяції, так і між окремими популяціями. Сукупний ефект від більш високої частоти мутацій і більш швидкого темпу сортування гаплотипів зазвичай призводить до дивергенції мітохондріального геному між видами та до порівняно малої дисперсії всередині виду.  Отже, завдяки вищеназваним властивостям, послідовності мтДНК можуть бути успішно використані у якості молекулярних маркерів для ДНК-штрихкодування [29].

Проте,  деякі події обмежують та привносять неточності у застосуванні маркерних систем, основаних виключно на послідовностях мітохондріального геному. Це можуть бути випадкові рекомбінації у мітохондріальному геномі (доказана можливість таких рекомбінацій у мітохондріальній ДНК двохстулкових молюсків роду  Mytilus [46], є гіпотеза, що це явище поширено і серед інших еукаріот [69]), зараженість симбіонтами, що призводять до цитоплазматичної несумісності та до андроциду у потомстві (наприклад, мікороорганізми роду Wolbachia) [32], а також випадки гетероплазмії, внаслідок якої у індивіду присутні два або більше мітохондріальні геноми. Все це сприяє відхиленню розподілення гаплотипів мітохондріальних генів від прийнятої моделі, але зазвичай на точність ДНК-штрихкодування такі події впливають мало. 

 Проте горизонтальний перенос генів (наприклад, за допомогою клітинних симбіонтів [30]), випадки міжвидової гібридізації [53], або інші феномени сітчастої еволюції, схильність мітохондріального геному до міжвидової інтрогрессії (через статевий добір) [20], та сегрегація певних гаплотипів мтДНК між популяціями через географічні умови [73, 52] можуть більш вагомо впливати на результати ДНК-штрихкодування. Зважаючи на це, комплексне дослідження генетичного поліморфізму виду потребує одночасного використання декількох маркерних систем.

Для дослідження генетичного поліморфізму моллюсків використовуються молекулярні маркери на основі фрагментів гену мітохондріальної НАДН-дегідрогенази ІІ (NADH2) та на основі фрагментів гену мітохондріальної цитохромоксидази I (CO1) [17].
1.3.3. Молекулярні маркери на основі LTR-послідовностей ретротранспозонів

Ретротранспозони – мобільні генетичні елементи (МГЕ), що складають значну фракцію повторюваних послідовностей ДНК еукаріотичних організмів [13]. У геномі вони розташовані дифузно, демонструють високу варіабельність. Ці МГЕ перемещуються у геномі за так званим механізмом «copy-paste» ( з англ. «копіювання-вставка») транспозиції, використовуючи РНК-посередник, що переноситься у екстрахромосомну ДНК за допомогою зворотної транскриптази, яка кодується самими елементами, і потім знову вбудовується у геном [13]. 

Ретротранспозони відносяться до класу I МГЕ, вони виявлені практично у всіх еукаріотичних організмів, які належать до різних таксономічних груп, такі, як найпростіші, гриби, тварини і рослини [45]. У цілому, структура ретротранспозонів та окремих доменів, які регулюють фази їх реплікації схожа у всех еукаріот [23, 71, 74].

Отже, ретротранспозони, завдяки своїй розповсюдженості у геномах організмів, високій копійності елементів та високій варіабельності мають дуже високий потенціал для створення на їх основі маркерної системи для дослідження генетичного поліморфізму [35, 61, 62].

Системи ДНК-штрихкодування на основі ретротранспозонів здатні детектувати інсерції розміром від декількох сотень до тисяч нуклеотидів. Для цього найчастіше проводиться ампліфікація послідовностей ДНК, які фланкують сайти інтеграції ретротранспозонів. Один із праймерів, що приймає участь у ПЛР, компліментарний до LTR-послідовності ретротранспозону (англ. long terminal repeat, укр. довгі термінальні повтори) та направлений у напрямку від нього. Другий праймер, в залежності від методу, може бути компліментарним до сайту рестрикції фланкуючої геномної ДНК (у випадку Sequence-Specific Amplified Polymorphism, SSAP) [72], до іншого ретротранспозону (у випадку Inter-Retrotransposon Amplification Polymorphism, IRAP) [34, 35], або до мікросателіту (у випадку Retrotransposon-Microsatellite Amplification Polymorphism, REMAP) [34, 35]. 

У зазначених системах ДНК-штрихкодування генетичний поліморфізм детектується за різницею розмірів ампліконів, які залежать від розмірів ретротранспозону-матриці або за ступенем інтенсивності проходження ПЛР в залежно від кількості інсерцій транспозонів у геномі. Такі методи потребують попереднього секвенування фрагментів ДНК, що фланкують даний мобільний елемент та створення відповідних праймерів [24, 25].

Маркери на основі LTR-послідовностей ретротранспозонів мають схожу область використання з маркерними системами на основі інших мобільних генетичних елементів, таких як MITE (англ. Miniature Inverted-repeat Transposable Elements) та SINE (англ. Short Interspersed Nuclear Elements). Наприклад, SINE-елемент в Alu-послідовності геному людини був використаний у якості маркеру в методиці Alu-ПЛР (яка за принципом проведення схожа з IRAP) у дослідженнях геномів тварин [18, 33, 67].

Маркерні системи на основі ретротранспозонів, загалом, завдякі своїй простоті у реалізації на практиці, гнучкості у застосуванні на різних організмах та високій роздільній здатності, широко використовуються у дослідженнях генетичної різноманітності видів [24, 25, 22]. Проте обмежувальним фактором для запровадження таких систем є необхідність секвенування послідовностей ретротранспозонів. 

Процес секвенування послідовностей ретротранспозонів пов’язаний з певними труднощами. Для попереднього виділення та клонування цільових фрагментів проводять їх ампліфкацію з використанням специфічних праймерів, компліментарних до консервативних ділянок ретротранспозонів, (таких як сайти кодування інтегрази або зворотної транскриптази) [56] та напрвлених до LTR-кінців. Крім того, якість проходження реакції залежить від відстані між консервативними ділянками та LTR-кінцями, кількості повторів ретротранспозону та загальної кількості сайтів інтеграції ретротранспозонів у геномі організму.

Даних  недоліків позбавлений метод iPBS-ПЛР, який був впроваджений Kalendar et al [37]. Цей метод дозволяє ефективно виділяти та клонувати LTR-ретротранспозони геномів майже усіх організмів та використовувати їх безпосередньо у якості маркерної системи [37]. Метод оснований на тому, що більшість ретровірусів та ретротранспозонів використовують тРНК хазяїна у якості праймерів для процесу зворотньої транскрипції в межах їх репликативного циклу. ТРНК гібридізується з так званим сайтом зв’язування праймера (англ. primer binding site, PBS), суміжним з 5´ LTR-кінцем ретротранспозону та розпочинає синтез мінус-ланцюга кДНК за допомогою ревертази [40, 48, 49, 51]. PBS-послідовності ретротранспозонів, у геномах більшості організмів досить консерванивні. Зважаючи на це, LTR-послідовності ретротранспозонів можливо ампліфікувати за допомогою ПЛР, використовуючи набір ДНК-праймерів, компліментарних до PBS-послідовностей та використовувати їх у якості молекулярних маркерів для детекції генетичного поліморфізму [37].

Схематине зображення проходження iPBS-ПЛР наведено на рисунку 2.
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Рис. 2. Схема проходження iPBS-ПЛР. Для успішної ампліфікації два ретротранспозони повинні знаходитися у взаємно протилежному положенні, та на достатньо близькій відстані один до одного. На рисунку відмічено два ключові елементи ретротранспозону – LTR-кінці та PBS-послідовності, які були виділені Kalendar et al [37]. Внутрішні домени ретротранспозонів показани широкою білою полосою, геномна ДНК – широкою чорною полосою; зверху показано фрагмент, що ампліфікується [37]
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 успішного проведення ПЛР-аналізу. Для того, щоб отримати високоочищені нуклеїнові кислоти, придатні для ПЛР, необхідно, підібрати методи виділення, які залишатимуть мінімум домішок, що інгібують ДНК у зразках. 

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) [55].

Процеси руйнування клітинних мембран та інактивації внутрішньоклітинних нуклеаз можуть проходити одночасно. 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 [54].

Методики очищення нуклеїнових кислот з клітинних екстрактів звичайно є комбінацією двох або декількох 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 специфічній 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
де ε - це коефіцієнт молярної екстинкції, с - концентрація і l -  довжина шляху проходження світла через кювету [68].

 З метою виявлення домішок у препаратах нуклеїнових кислот спектрофотометричне дослідження зазвичай проводиться при довжинах хвиль 230 нм, 260 нм, 280 нм, 325 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 [16, 28].

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 [42, 59]. 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.
Процесс проходження полімеразної ланцюгової реакції показаний на рисунку 3.
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Рис. 3. Схема проходження полімеразної ланцюгової реакції [1]
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 [65].

· 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) [65].

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 [70].

ПЛР проводять у ампліфікаторі - приладі, що забезпечує періодичне охолодження 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 DMSO (диметилсульфоксиду), де L - кількість нуклеотидів в праймері, K+ - молярна концентрація іонів калію, G + C – сума всіх гуанінів і цитозинів) [60].

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 [12].

1.4.4. Електрофорез

У біохімії та молекулярній 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 [21].

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 [27].

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 [21].

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 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 [21].
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 0,75 % до 2,5 % (Табл. 1 ).

Таблиця 1

 Рекомендована концентрація агарозного гелю для розділення лінійних молекул ДНК [27]
	Концентрація агарози, %
	Діапазон розмірів ДНК (п.н.)

	0,75
	10000-15000

	1,00
	500-10000

	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 фрагментів ДНК, які полегшують визначення розміру досліджуваної ДНК, якщо під час електрофорезу виникне викривлення гелю.

 Зразки ДНК перед нанесенням на агарозний гель спочатку змішують з буфером для нанесення, який зазвичай містить воду, сахарозу і барвник (наприклад, ксіленціанол, бромфеноловий синій, бромкрезол зелений та інші). 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 [21].

Мінімальна кількість ДНК, яке може бути виявлено на знімках гелю, пофарбованого бромистим етидієм, становить близько 2 нг в смузі шириною 0,5 см [27]. Якщо в смузі такої ширини знаходиться більше 500 нг ДНК, то це  означає, що доріжка перевантажена, що призводить до розмивання смуги.
2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Матеріал

 Молюсків збирали вручну безвибірковим 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 на узбережжі острова Зміїний в районі Дамського пляжу, на такій же глибині. Третя вибірка виловлена в береговій зоні Татарбунарського району. Зібраних молюсків заморожували при температурі -28°С і зберігали до аналізу. Препарували молюсків після відтаювання, в дослід брали м'язову тканину ноги. Зразки тканини були розміром 0,5х0,5 мм, вагою 200 мг. Зразки були взяті у 16 особин (5 – з Одеської затоки, 5 – з Татарбунарського району, 6 – з острова Зміїний). 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
Виділення ДНК було проведено за допомогою наборів реагентів Nucleospin® Genomic DNA from food (Macherey-Nagel, Німеччина) та GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit (Fermentas, Латвія).

2.2.1. Виділення ДНК за допомогою набору Nucleospin® Genomic DNA from food
Набір реагентів Nucleospin® Genomic DNA from food дозволяє отримувати чисті препарати ДНК як з готових до споживання харчових продуктів рослинного та тваринного походження, так і з сирих харчових продуктів, у тому числі і морепродуктів. Набір оснований на використанні лізуючого реагента з гуанідин-гідрохлоридом та протеіназою K, який лізує клітини та деактивує клітинні нуклеази. У присутності лізуючого реагенту ДНК сорбується на сілікатній мембрані Nucleospin® silica membrane на колонці для центрифугування, після чого відмивається від білків і солей спиртовим розчином. ДНК, елюйована із мембрани буфером для елюції може бути використана за призначенням.

Протокол виділення ДНК.

· Приготування робочого розчину буферу Binding Buffer С4. Вміст флакону буферу Binding Buffer С2 (6 мл) додати до буферу Binding Buffer С3 (1,5 мл) та перемішати. Для кращого розчинення усіх компонентів буферу розчин ікубувати 5 хв при температурі 45°С.

· Приготування робочого розчину буферу Wash Buffer C5. До вмісту флакону Buffer C5 Concentrate (7 мл) додати 28 мл 96 % етанолу.

· Приготування робочого розчину протеїнази К. До флакону з ліофілізованим порошком протеїнази К (1,2 мг) додати 120мкл Proteinase Buffer. 

1. Гомогенізувати 200 мг зразку за допомогою лабораторного гомогенізатора.

2. Перенести отриманий гомогенат у еппендорф (2 мл) та додати 550 мкл підігрітого до 65°С лізуючого буферу Lysis Buffer CE. Перемішати (15 с), додати 10 мкл розчину протеїнази K та знову перемішати (2-3 с).. Інкубувати у термостаті 30 хв при температурі 65°С, після цього центрифугувати лізат 10 хв при 10000 g для осадження залишкового клітинного дебрісу.

3. Перенести 300 мкл прозорого супернатанта у чистий еппендорф. Додати 300 мкл робочого розчину Buffer C4 та 300 мкл 96% етанолу. Перемішати на вортексі протягом 30 с.

4. Перенести вміст еппендорфу на колонку Nucleospin® Food Collum розміщену у пробірці, та центрифугувати протягом 1 хв при 11000 g. Злити рідину на дні пробірки.

5. Нанести 400 мкл розчину буферу Buffer CQW на колонку Nucleospin® Food Collum, розміщену у пробірці та центрифугувати протягом 1 хв при 11000 g. Злити рідину на дні пробірки.

6. Нанести 700 мкл робочого розчину буферу Wash Buffer C5 на колонку Nucleospin® Food Collum, розміщену у пробірці та центрифугувати протягом 1 хв при 11000 g. Злити рідину на дні пробірки.

7. Нанести 200 мкл робочого розчину буферу Wash Buffer C5 на колонку Nucleospin® Food Collum, розміщену у пробірці та центрифугувати протягом 2 хв при 11000 g. Злити рідину на дні пробірки.

8. Розмістити колонку Nucleospin® Food Collum у чистій пробірці та нанести на неї 100 мкл підігрітого до 70°С буферу Elution buffer CE. Інкубувати 5 хв при кімнатній температурі. Центрифугувати 1 хв при 11000 g. Отриманий препарат ДНК використовувати за призначенням.

2.2.2. Виділення ДНК за допомогою набору GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit
Набір реагентів GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit також  оснований на використанні лізуючого реагента з гуанідин-гідрохлоридом та протеїназою K, який лізує клітини та деактивує клітинні нуклеази. Особливістю набору є обробка клітинного лізату рибонуклеазою А, що дозволяє очистити препарат ДНК від домішок РНК У присутності лізуючого реагенту ДНК сорбується на сілікатній мембрані на колонці для центрифугування GeneJet™ Genomic DNA Purification Collum, після чого відмивається від білків і солей спиртовим розчином. ДНК, елюйована із мембрани буфером для елюції може бути використана за призначенням.
Протокол виділення ДНК.
· Приготування робочого розчину буферу Wash Buffer I. До вмісту флакону з концентрованим буфером (400 мкл) додати 1,2 мл 96% етанолу.

· Приготування робочого розчину буферу Wash Buffer II. До вмісту флакону з концентрованим буфером (400 мкл) додати 1,2 мл 96% етанолу.
1. Гомогенізувати 200 мг зразку за допомогою лабораторного гомогенизатора.

2. Перенести гомогенат у чистий еппендорф (1,5 мл) та ресуспендувати з 180 мкл Digestion Solution. Додати 20 мкл розчину протеїнази K та перемішати на вортексі до отримання однорідної суміші.

3. Інкубувати зразок у термостаті при 56°С протягом 3 годин. Під час інкубації слід  час від часу перемішувати вміст пробірок на вортексі. 

4. Додати 20 мкл розчину рибонуклеази A, перемішати на вортексі та інкубувати при кімнатній температурі протягом 10 хв.
5. Додати 200 мкл лізуючого розчину Lysis Solution, перемішати на вортексі до отримання однорідної суміші.

6. Додати 400 мкл 50% розчину етанолу, перемішати на вортексі.

7. Перенести вміст еппендорфу на колонку GeneJet™ Genomic DNA Purification Column розміщену у пробірці, та центрифугувати протягом 1 хв при 6000 g. Злити рідину на дні пробірки.

8. Нанести на колонку GeneJet™ Genomic DNA Purification Column розміщену у пробірці 500 мкл робочого розчину Wash Buffer I та центрифугувати протягом 1 хв при 8000 g. Злити рідину на дні пробірки.
9. Нанести на колонку GeneJet™ Genomic DNA Purification Column розміщену у пробірці 500 мкл робочого розчину Wash Buffer II та центрифугувати протягом 3 хв при 12000 g. Злити рідину на дні пробірки. Якщо на мембрані колонки присутні залишки рідини, центрифугувати ще 1 хв при 12000 g. Перенести колонку у чисту мікропробірку 
10. Нанести на колонку GeneJet™ Genomic DNA Purification Collum розміщену у пробірці 200 мкл буферу для елюції Elution Buffer. Інкубувати при кімнатній температурі протягом 2 хв та центрифугувати 1 хв при 8000 g. Отриманий препарат ДНК використовувати за призначенням.
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 LTR-послідовностей ретротранспозонів
Ампліфікацію цільових фрагментів проводили на приладі Analytic Jena Flex Cycler (Німеччина).

Для детекції поліморфізму LTR-ретротранспозонів в ПЛР використовувалися наступні праймери, згідно з [37]:

1. 2076 (5'-GCTCCGATGCCA-3')

2. 2080 (5'-CAGACGGCGCCA-3')

Реакційна суміш для 1 зразка об'ємом 20 мкл складалася з: 2 мкл 10х буфера для ПЛР, 2 мкл 10mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 3 мкл 10mM праймера, 2,7 мкл MgCL2, 200 нг ДНК, 1 U Taq-полімерази і 7,8 мкл H20.

Поверх кожної проби додавали по 30 мкл мінерального олії.

Ампліфікацію проводили в умовах, рекомендованих [37]:
1. попередня денатурація : 95°С – 3 хв;

2. 30 циклів синтезу фрагмента:

· денатурація 95°С – 1 хв;
· відпалювання: температура варіювала від 50,4°С до 54,6°С (залежно від праймера) – 1 хв;
· елонгація: 72°С – 1хв;
3. заключна елонгація кінців: 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 150х100х10 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 1хTBE). Електрофорез проводили протягом 1 год. при напрузі 210 V в 1хТВЕ буфері на приборі PowerPac Basic (Bio Rad, Сінгапур) [37].
Результати електрофоретичного розділення зразків було візуалізовано на трансілюмінаторі Mocecular Imager Gel Doc XR+ Imaging system (Bio Rad, Сінгапур).
2.6. Біоінформативний аналіз 
Проведено біоінформативний аналіз баз даних Національного інформаційного біотехнологічного центру (англ. National Center for Biotechnology Information, NCBI). Пошук цільових послідовностей геномів молюсків було виконано за допомогою онлайн-нструментну BLAST (англ. Basic Local Alignment Search Tool) [11].

Для вирівнювання послідовностей та будування філогенетичних дендрограм було використано програму MEGA 6.06 [66]. Філогенетичні дендрограми побудовані за методом максимальної вірогідності (функція Maximum likehood  tree у програмі), за математичною моделлю Тамури-Нея [65]. 
Для дизайну праймерів та проведення ПЛР in silico використано программу FastPCR [36, 38, 39].
3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Спектрофотометрична характеристика високомолекулярної  ДНК рапани

Як наведено в розділі 2 «Матеріали та методи», ДНК рапани  виділяли із м’язів ноги за допомогою  набору для виділення ДНК Nucleospin® Genomic DNA from food (Macherey-Nagel, Німеччина) та GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit (Fermentas, Латвія).

ДНК аналізували на спектрофотометрі NanoPhotometr plus (Eppendorf, Німеччина), де визначили наступні показники: С – концентрацію ДНК у нг/мкл, оптичну щільність А при довжині хвилі 260; 280 нм, а також  відношення А260/280. Отримані дані наведені в табл. 2.
Таблиця 2

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

	1
	1 Оз (NS)
	0,257
	0,152
	1,69
	321,5

	2
	2 Оз (NS)
	0,350
	0,207
	1,69
	437,7

	3
	3 Оз (NS)
	0,463
	0,260
	1,78
	578,8

	4
	1 Зм (NS)
	0,438
	0,273
	1,61
	548,0

	5
	2 Зм (NS)
	0,341
	0,210
	1,62
	426,1

	6
	3 Зм (NS)
	0,120
	0,070
	1,71
	149,8

	*Номер – зразок рапани, Оз – Одеська затока, Зм – острів Зміїний, Тб – Татарбунарський район, NS – набір Nucleospin® Genomic DNA from food, GJ – набір GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit
Продовження табл. 2

	№
	Зразок*
	А260, ОЕ
	А280, ОЕ
	А260/280
	С, нг/мкл

	7
	4 Зм (NS)
	0,237
	0,141
	1,68
	296,5

	8
	1 Тб (NS)
	0,278
	0,159
	1,75
	347,7

	9
	2 Тб (NS)
	0,255
	0,147
	1,73
	318,7

	10
	3 Тб (NS)
	0,033
	0,024
	1,37
	41,1

	11
	1 Оз (GJ)
	0,011
	0,015
	0,74
	13,5

	12
	2 Оз (GJ)
	0,010
	0,015
	0,69
	12,8

	13
	1 Зм (GJ)
	0,011
	0,016
	0,68
	13,8

	14
	2 Зм (GJ)
	0,008
	0,014
	0,57
	10,0

	15
	1 Тб (GJ)
	0,013
	0,017
	0,77
	16,2

	16
	2 Тб (GJ)
	0,017
	0,021
	0,80
	20,6


Згідно з результатами вимірів, середня концентрація ДНК рапан, виділена за допомогою набору Nucleospin® Genomic DNA from food, виловлених: в Одеській затоці – 446 нг/мкл, поблизу острова Зміїний – 355,1 нг/мкл, у Татарбунарському районі – 176,9 нг/мкл.
Середня концентрація ДНК рапан, виділена за допомогою набору GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit, виловлених: в Одеській затоці – 13,15 нг/мкл, поблизу острова Зміїний – 11,9 нг/мкл, у Татарбунарському районі – 18,4 нг/мкл.
Відносно малу концентрацію ДНК у зразках, виділених за допомогою набору GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit можна пояснити недостатньою ефективністю лізису зразків лізуючим реагентом. Згідно із протоколом виділення ДНК набором Genomic DNA Purification Kit (наведений у розділі 2), інкубація зразків для лізису триває 3 години; при проведенні досліду по закінченні вказаного часу у пробірках залишалися несолюбизовані фрагменти тканини.
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 показало, що зразки ДНК, виділені із м’язів ноги рапани за допомогою наборів для виділення ДНК Nucleospin® Genomic DNA from food та GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit мають високу ступінь чистоти та придатні для використання у ПЛР.
Так, середнє значення співвідношення А260/280 для зразків ДНК, виділених за допомогою Nucleospin® Genomic DNA from food становить 1,66, для зразків ДНК, виділених за допомогою GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit – 0,708.

Низьке співвідношення А260/280 для препаратів ДНК, виділених за допомогою набору реагентів GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit можна пояснити низькою концентрацією ДНК у них.

3.2. Електрофоретичне дослідження високомолекулярної ДНК рапани
Був проведений електрофоретичний розділ у 0,8% агарозному гелі (V=120В, t=40 хв) тотальної ДНК Rapana venosa, виділеної за допомогою комплекту реагентів Nucleospin® Genomic DNA from food.
У якості маркеру молекулярної ваги було використано GeneRuler® DNA Ladder mix (Fermentas, Латвія).

На кожну доріжку гелю було нанесено суміш 5 мкл препарату ДНК та 5 мкл 6х буферу для нанесення.
Результати дослідження наведені на рис. 4 та рис. 5.
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Рис. 4. Електрофореграма тотальної ДНК Rapana venosa  у 0,8% агарозному гелі, доріжки: 1 – маркер DNA Ladder; 2 – 1 Оз (NS); 3 – 2 Оз (NS); 4 – 1 Тб (NS); 5 – 2 Тб (NS);  6 – 1 Зм (NS); 7 – 2 Зм (NS); 8 – 3 Оз (NS);  9 – 3 Тб (NS); 10 – 3 Зм (NS);  11 – 4 Зм (NS); 12 – маркер DNA Ladder
[image: image6.jpg]



Рис. 5. Електрофореграма тотальної ДНК Rapana venosa  у 0,8% агарозному гелі, доріжки: 1 – маркер DNA Ladder; 2 – 1 Оз (GJ); 3 – 2 Оз (GJ); 4 – 1 Тб (GJ); 5 – 2 Тб (GJ);  6 – 1 Зм (GJ); 7 – 2 Зм (GJ); 8 – маркер DNA Ladder
Результати електрофорезу тотальної ДНК в 0,8% агарозному гелі показали, що інтенсивність візуалізації ДНК у гелі прямо пропорційна до її концентрації у зразках, що підтверджує достовірність данних спектрофотометричного аналізу. 

Так, зразки 1 Оз (NS), 2 Оз (NS), 1 Тб (NS), 2 Тб (NS), 1 Зм (NS), 2 Зм (NS), 3 Оз (NS), 3 Зм (NS), 4 Зм (NS); які, за данними спектрофотометричного аналізу показали найбільшу концентрацію ДНК, на електрофореграмах представлені більш яскраво. 

Порівнюючи препарати ДНК, отримані за допомогою набору Nucleospin® Genomic DNA from food та GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit, можна сказати, що ДНК у препаратах, отриманих за допомогою Genomic DNA Purification Kit представлена більш високомолекулярними фракціями, розміром більше 10000 п.н. (згідно з маркером молекулярної ваги). 

Характер візуалізації препаратів ДНК, отриманих за допомогою Nucleospin® Genomic DNA from food  говорить про те, що зразки можуть містити у собі фрації низькополімерної ДНК або бути забрудненими домішками РНК, які неможливо детектувати спектрофотометричним дослідженням, так як РНК має схожий з ДНК характер поглинання ультрафіолетового світла. Про можливість наявності РНК свідчить також те, що під час отримання препаратів ДНК за допомогою набору Nucleospin® Genomic DNA from food, на відміну від GeneJet™ Genomic DNA Purification Kit, не проводилася обробка зразків рибонуклеазою А. Домішки РНК не приводять до інгібування ПЛР, але їх присутність завищує дійсну концентрацію ДНК у препараті.
3.3. ПЛР-аналіз LTR-послідовностей ретротранспозонів
Результати ПЛР-аналізу зразків Rapana venosa різних акваторії Чорного моря з праймером 2076 до PBS-послідовності ретротранспозонів у 2% агарозному гелі представлено на рис. 6. 
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Рис. 6. Продукти ампліфікації з праймером 2076: 1 – маркер O’Range Ruler; 2 – 1 Оз (NS); 3 – 2 Оз (NS); 4 – 3 Оз (NS); 5 – 1 Оз (GJ); 6 – 2 Оз (GJ); 7 – 1 Тб (NS); 8 – 2 Тб (NS); 9 – 3 Тб (NS); 10 – 1 Тб (GJ); 11 – 2 Тб (GJ); 12 – 1 Зм (NS); 13 – 2 Зм (NS); 14 – 3 Зм (NS); 15 – 4 Зм (NS); 16 – 1 Зм (GJ); 17 – 2 Зм (GJ); 18 – маркер pUC 19/Msp I.
За цим праймером детектовано поліморфізм серед зразків рапани, виловлених в Одеській затоці, акваторії Татарбунарського району та акваторії острова Зміїний. Так зразки  1 Оз (NS), 2 Оз (NS), 1 Оз (GJ) характеризувалися наявністю однакових фрагментів ампліфікації розміром 1055  п. н., 764 п. н., 435 п. н. та 355 п. н., а зразки 3 Оз (NS) та 2 Оз (GJ) були відмінні. Для зразка 3 Оз (NS) були характерні фрагменти ампліфікації розміром 705 п. н., 435 п. н. та 355 п. н. Для зразка  2 Оз (GJ) були характерні фрагменти ампліфікації розміром 1055 п. н., 764 п. н. та 435 п. н.  Можливо зразок 2 Оз (GJ) є гомозиготою за фрагментами нижнього спектру досліджуваного локусу.

На жаль, не пройшла ПЛР  з ДНК зразків 2 Тб (NS) та 2 Зм (GJ). 

Серед зразків виловлених в акваторії острова Зміїний, також детектовано поліморфізм. Для зразків 3 Зм (NS) та 1 Зм (GJ) характерні фрагменти ампліфікації ідентичні фрагментам ампліфікації зразків рапани з Одеської затоки (1 Оз (NS), 2 Оз (NS), 1 Оз (GJ)), розміром 705 п. н., 435 п. н. та 355 п. В той же час зразки 1 Зм (NS), 2 Зм (NS) та 4 Зм (NS)  характеризувалися іншими фрагментами ампліфікації, що свідчить про генетичний поліморфізм рапани виловленої в акваторії острова Зміїний. Для зразка 1 Зм (NS) характерні фрагменти ампліфікації розміром 435 п. н. та 355 п.н. Для зразка 2 Зм (NS) характерні фрагменти ампліфікації розміром 705 п. н.   Для зразка 4 Зм (NS) були характерні фрагменти розміром 1055  п. н., 764 п. н., 705 п. н., 435 п. н. та 355 п.н. 
Серед зразків виловлених в акваторії Татарбунарського району також детектовано поліморфізм. Для зразка 1 Тб (NS) характерні фрагменти ампліфікації роміром 355 п. н., для зразка 3 Тб (NS) характерні фрагменти ампліфікації розміром 1055 п. н., 764 п. н. та 355 п. н.  Для зразка 1 Тб (GJ) характерні фрагменти ампліфікації розміром 1055 п. н., 705 п. н., 435 п. н. та 355 п. н. Для зразка 2 Тб (GJ) характерні фрагменти ампліфікації розміром 1055 п. н., 705 п. н., та 435 п. н.

Результати ПЛР-аналізу зразків Rapana venosa різних акваторії Чорного моря з праймером 2080 до PBS-послідовності ретротранспозонів у 2% агарозному гелі представлено на рис. 7. 
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Рис. 7. Продукти ампліфікації з праймером 2080: 1 – маркер pUC 19/Msp I; 2 – 1 Оз (NS); 3 – 1 Тб (NS); 4 – 1 Зм (NS); 5 – 2 Оз (NS); 6 – 2 Тб (NS); 7 – 2 Зм (NS); 8 – 3 Оз (NS); 9 – 3 Тб (NS); 10 – 3 Зм (NS).

Аналіз зразків ампліфікації з праймером 2080 показав, що зразки 1 Оз (NS), 2 Оз (NS), 2 Зм (NS), 3 Зм (NS) характеризуються однаковими фрагментами ампліфікації розміром 452 п. н. та 287 п. н. і, можливо, являються гетерозиготами за даною послідовністю, а зразки 1 Тб (NS), 1 Зм (NS),  2 Тб (NS) – гомозиготами, для яких характерні фрагменти ампліфікації розміром 287 п. н. На жаль,  ПЛР не пройшла для зразків 3 Оз (NS) та 3 Тб (NS).

Таким чином  за допомогою маркерів детектовано поліморфізм серед представників Rapana venosa виловлених в Одеській затоці, акваторії острова Зміїний та акваторії Татарбунарського району. Наразі детектований гаплотип найбільш характерний для зразків рапани Одеської області, цим гаплотипом характеризуються зразки 1 Оз (NS), 2 Оз (NS), 1 Оз (GJ), 3 Зм (NS), 4 Зм (NS) та 1 Зм (GJ).

3.4 Результати біоінформативного аналізу бази даних NCBI
Молекулярні марери на основі фрагментів генів COI та NADH2 широко використовуються у дослідженні генетичного поліморфізму моллюсків [17, 43, 76], тому було доцільно з’ясувати можливість їх використання для детекції генетичного поліморфізму рапан Північно-Західного Причорномор’я.
За результатами аналізу бази даних NCBI було знайдено 80 гаплотипів Rapana venosa за фрагментом (636-647 п. н.) гену мітохондріальної цитохромоксидази I (COI) та 82 гаплотипи за фрагментом (656 п. н.) гену мітохондріальної НАДН дегідрогенази II (NADH2).

За результатами біоінформативного аналізу нуклеотидних послідовностей фрагменту CO1, генетичного поліморфізму за типом інсерцій, інверсій та делецій не виявлено. Генетичний поліморфізм гаплотипів представлений точковими нуклеотидними замінами.
Нуклеотидні заміни предеставлені у першій, другій та третій позиціях кодонів. Нуклеотидні заміни синонімічні. Загалом у фрагментах представлено 74 варіабельні позиції. 
Була побудована філогенетична дендрограма представників Rapana venosa за фрагментом гену мітохондріальної цитохромоксидази I (COI) (рис. 8.)
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Рис. 8. Філогенетична дендрограма представників Rapana venosa за фрагментом гену мітохондріальної цитохромоксидази I (COI) Гаплотипи, характерні для рапан Чорного моря виділено білими маркерами - ◊

Із усіх представлених нуклеотидних послідовностей фрагменту CO1 лише 7 (Bsex-309, Bsex-310, Bsex-311, Bsex-378, Bsex-379, Bsex-380 та H14), згідно авторів [17, 43]  характерні для рапан, які мешкають у акваторії Чорного моря. Ці гаплотипи на дендрограмі виділяються в окремий субкластер разом з послідовностями Н35 та Н38, які характерні для мешканців Бохайської затоки поблизу Шандунського півострова, з якої, можливо, була здійснена інтродукція рапан у Чорне море [76]. 

Розміри фрагментів гену CO1  рапан Чорного моря коливається від 636 п. н. до 646 п. н., це може бути пов’язано з використанням різних наборів праймерів, які використовувалися авторами для ампліфікації указаних локусів. Порівняльна характеристика фрагментів гену CO1  Rapana venosa за фрагментом гену CO1 наведено у табл. 3.

Таблиця 3

Порівняльна характеристика представлених у базі NCBI сиквенсів фрагментів COI гену представників Rapana venosa 
	Гаплотип
	Bsex-380
	Bsex-379
	Bsex-378
	Bsex-311
	Bsex-310
	Bsex-309
	H14
	Середнє

	Перша позиція кодону
	T, %
	43
	43
	43
	43
	43
	43
	43
	43

	
	C, %
	24,7
	24,7
	24,7
	24,7
	24,5
	24,5
	25,0
	24,7

	
	A, %
	14,4
	14,4
	14,4
	14,4
	14,6
	14,6
	13,7
	14,4

	
	G, %
	18,1
	18,1
	18,1
	18,1
	17,5
	17,5
	17,9
	17,9

	
	Заг.
	215,0
	215,0
	215,0
	215,0
	212,0
	212,0
	212,0
	213,7

	Друга позиція кодону
	T, %
	47
	47
	47
	47
	47
	48
	47
	47

	
	C, %
	5,1
	5,1
	5,1
	5,1
	5,2
	5,2
	5,2
	5,1

	
	A, %
	38,1
	38,1
	38,1
	38,0
	37,9
	37,7
	38,7
	38,1

	
	G, %
	9,3
	9,3
	9,3
	9,7
	9,5
	9,4
	9,4
	9,4

	
	Заг.
	215,0
	215,0
	215,0
	216,0
	211,0
	212,0
	212,0
	213,7

	Третя позиція кодону
	T, %
	27
	28
	27
	28
	27
	27
	27
	27

	
	C, %
	19,1
	18,7
	19,1
	18,6
	18,9
	18,9
	18,4
	18,8

	
	A, %
	21,4
	21,5
	21,4
	21,4
	21,7
	21,7
	22,2
	21,6

	
	G, %
	32,1
	32,2
	32,1
	32,1
	32,1
	32,1
	32,5
	32,2

	
	Заг.
	215,0
	214,0
	215,0
	215,0
	212,0
	212,0
	212,0
	213,6

	Загальна к-сть
	645,0
	644,0
	645,0
	646,0
	635,0
	636,0
	636,0
	641,0


При порівнянні нуклеотидних послідовностей фрагментів гену CO1 чорноморських рапан між собою, поліморфізму миж ними не виявлено, тобто можна стверджувати, що на даний час у акваторії Чорного моря виявлено лише один унікальний гаплотип. Наявність лише одного гаплотипу у чорноморських рапан за даним локусом може бути пов’язана з тим, що  даний локус має низькі темпи мутації та був успадкований усією чорноморською популяцією рапан від невеликої кількості предків, які були інтродуковані у Чорне море.

За фрагментом гену мітохондріальної НАДН дегідрогенази II (NADH2)  було виділено 82 гаплотипи, за результатами досліджень  E. Chandler et al. [70]. За результатами біоінформативного аналізу генетичного поліморфізму за типом інсерцій, інверсій та делецій не виявлено. Генетичний поліморфізм між гаплотипами представлений точковими синонімічними нуклеотидними замінами.
Нуклеотидні заміни предеставлені у першій, другій та третій позиції кодонів. Загалом у фрагменті довжиною 656 п. н. представлено 80 варіабельних позицій. 

Із представлених гаплотипів для чорноморських рапан, згідно авторів [70], характерний один – H70.

Наявність лише одного гаплотипу у чорноморських рапан за даним локусом може бути пов’язано з тим, що у даний локус, як і локус фрагмента CO1, має низькі темпи мутації та був успадкований усією чорноморською популяцією рапан від невеликої кількості предків, які були інтродуковані у Чорне море.
Філогенетична дендрограма представників Rapana venosa за фрагментом гену за фрагментом гену мітохондріальної НАДН дегідрогенази II представлена на рисунку 9. 
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Рис. 9. Філогенетична дендрограма представників Rapana venosa за фрагментом гену мітохондріальної НАДН дегідрогенази II (NADH2) Гаплотип, характерний для рапан Чорного моря виділено білим маркером - ◊

Гаплотип H70 на дендрограмі відноситься до окремого субкластера разом з послідовностями Н40 та Н27, які характерні для мешканців Бохайської затоки поблизу Шандунського півострова, та послідовностями H10 та H17, які характерні для мешканців затоки Лайчжоувань, яка входить до складу Бохайської затоки [76].
3.5. Дизайн праймерів
Для детекції генетичного поліморфізму рапан, які проживають в акваторії Чорного моря, може бути використано інший фрагмент мітохондріальної цитохромоксидази I або НАДН дегідрогенази II, які, потенційно, можуть містити у собі інші варіабельні ділянки, за якими можно детектувати поліморфізм.
Так, за даними NCBI, ген мітохондріальної цитохромоксидази I рапан має довжину 1533 п. н., а ген НАДН дегідрогенази II – 1062 п. н.

Представлені у базі NCBI фрагменти зазначених генів знаходяться у межах 1-647 п. н. із 1533 п. н., для CO1 та 1-656 п. н. із 1062 п. н  для ND2, згідно авторів [17, 43, 76], отже, можливо підібрати набір праймерів, які будуть фланкувати іншу ділянку зазначених генів.

При аналізі мітохондріального геному рапани було знайдено ділянки, до яких можливо синтезувати праймери, і з них були обрані ті, які фланкують цільові фрагменти.

Для CO1 за допомогою програми FastPCR було підібрано наступну пару праймерів, яка фланкує ділянку мітохондріальної цитохромоксидази I від позиції 654 п. н. до 1214 п. н. у межах гену:

1. 1F13_1 (5'-GACCGGAACTTTAATACGGCATTTTTTGAC-3')

Довжина=30   A=8,0 T=10,0 C=6,0 G=6,0; GC=40,0%
Ефективність у ПЛР=72%

Tm=60,7°C
Молекулярна вага = 9196,02 г/моль
2. 1R91_1 (5'-CGGGAATGTAGTGTTACTCCNCTA-3')

Довжина=24   A=5,2 T=7,2 C=5,2 G=6,2; GC=47,9%
Ефективність у ПЛР =77%
Tm=59,5°C 

Молекулярна вага = 7363,57 г/моль
Позначення «N» у нуклеотидній послідовності праймера 1R91_1 вказує на те, що на цій позицій може бути будь-який нуклеотид, це не приведе до зменшення стабільності зв’язування даного праймера з ДНК-матрицею[36].
Результати ПЛР in silico показали, що ПЛР з даною парою праймерів проходить успішно, розмір потенційних ампліконів – 590 п. н. (рис. 10).
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Рис. 10. Результати ПЛР in silico для праймерів 1F13_1 та 1R91_1
Для NADH2 за допомогою програми FastPCR було підібрано наступну пару праймерів, які фланкують ділянку НАДН дегідрогенази II від позиції 519 п. н. до 1018 п. н. у межах гену:

1. 1F_108_1 (5'-GGAATTGGAGGGATGAATCAAACAC-3')
Довжина=25   A=10,0 T=4,0 C=3,0 G=8,0; GC=44,0%

Ефективність у ПЛР =72%

Tm=58,8°C
Молекулярна вага = 7788,13 г/моль
2. 1R_1_1 (5'-CGGCCATGTTAAATAAAACAGCCAAGGAT-3')
Довжина=29   A=12,0 T=5,0 C=6,0 G=6,0; GC=41,4%

Ефективність у ПЛР =85%

Tm=60,6°C
Молекулярна вага = 8927,88 г/моль
Результати ПЛР in silico показали, що ПЛР з даною парою праймерів проходить успішно, розмір потенційних ампліконів – 499 п. н. (рис. 11).
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Рис. 11. Результати ПЛР in silico для праймерів 1F108_1 та 1R1_1
Так як цитохромоксидаза та НАДН-дегідрогеназа є важливими компонентами електротранспортного ланцюга, значні мутації генів CO1 та NADH2, зокрема делеції та інсерції, є зазвичай летальними. Отже, генетичний поліморфізм за даними локусами можливо детектувати при секвенуванні отриманих у результаті ПЛР ампліконів.
УЗАГАЛЬНЕННЯ

Завдяки високому потенціалу до адаптації до різних умов проживання та через відсутність у Чорному морі природних ворогів популяція Rapana venosa розрослася і завдала великої шкоди чорноморської фауні. Через різноманітність умов проживання можливо припустити наявність різних екоугруповань даного виду в акваторії Чорного моря.
Для дослідження генетичної структури чорноморської популяції  рапани останнім часом залучаються сучасні молекулярно-генетичні методи досліджень, серед яких є детекція генетичного поліморфізму LTR-ретротранспозонів та ДНК-штрихкодування за локусами CO1 та NADH2. 
Було встановлено, що оптимальним методом виділення ДНК із зразків рапан є набір реагентів Nucleospin® Genomic DNA from food. Цей набір дозволяє отримувати чисті та високомолекулярні препарати ДНК, позбавлені домішок, що здатні інгібувати ПЛР. Середня концентрація ДНК у зразках, отриманих за допомогою набору Nucleospin® Genomic DNA from food становить 326 нг/мкл. 

Результати ПЛР-аналізу з PBS праймерами 2076 та 2080 представників Rapana venosa показали генетичний поліморфізм серед особин, виловлених в Одеській затоці, акваторії Татарбунарського району та акваторії острова Зміїний.  У подальших дослідженнях планується розширити набір PBS праймерів для детекції генетичного поліморфізу за більшою кількістю локусів.

Крім того, планується використовувати метод ДНК-штрихкодування для дослідження генетичної гетерогенності екоугруповань Rapana venosa в різних акваторіях Чорного моря.

 Було встановлено, що у якості молекулярно-генетичних маркерів для ДНК-штрихкодування можливо використовувати фрагменти гену мітохондріальної НАДН-дегідрогенази ІІ (NADH2) та фрагментів гену мітохондріальної цитохромоксидази I (CO1). 

Біоінформативний аналіз сиквенсів фрагментів, які знаходяться у межах 1-647 п. н. для CO1 та у межах та 1-656 п. н. для NADH2, представлених у базі даних NCBI, не показав генетичного поліморфізму серед рапан, які населяють акваторію Чорного моря. Можливо, варіабельні ділянки, за якими можливо детектувати поліморфізм чорноморських рапан, знаходяться у інших фрагментах зазначених генів.

 Для цього було розроблено дві пари праймерів, що фланкують фрагменти від 654 п. н. до 1214 п. н. для CO1 (1F13_1 та 1R91_1)  та від 519 п. н. до 1018 п. н. для NADH2 (1F_108_1 та 1R_1_1), за допомогою методу ПЛР in silico. Було показано, що ПЛР з даними парами праймерів проходить успішно та дозволяє отримувати потенційні амплікони розміром 590 п. н. та 499 п. н. відповідно.

У подальшому планується провести ампліфікацію указаних фрагментів з метою їх подальшого секвенування та детекції генетичного поліморфізму серед різних екоугруповань Rapana venosa у акваторії Чорного моря.
ВИСНОВКИ
1. За результатами спектрофотометричного та електрофоретичного аналізу найбільш найбільш оптимальним набором реактивів для отримання чистих та високомолекулярних препаратів ДНК з м’язової тканини ноги рапани є Nucleospin® Genomic DNA from food. 

2. ПЛР-аналіз послідовностей LTR-ретротранспозонів з праймером 2076 дозволив виявити продукти ампліфікації розміром 1055  п. н., 764 п. н., 705 п. н., 435 п. н. та 355 п. н. За даним локусом виявлено поліморфізм серед представників Rapana venosa виловлених в Одеській затоці, акваторії острова Зміїний та акваторії Татарбунарського району.
3. ПЛР-аналіз послідовностей LTR-ретротранспозонів з праймером 2080 дозволив виявити продукти ампліфікації розміром 452 п. н. та 287 п. н. За даним локусом виявлено поліморфізм серед представників Rapana venosa виловлених в Одеській затоці, акваторії острова Зміїний та акваторії Татарбунарського району.
4. Біоінформативний аналіз нуклеотидних послідовностей локусів CO1 та NADH2 показав можливість їх використання для детекції генетичного поліморфізму екоугуповань рапан у Чорному морі. Для ампліфікації указаних локусів розроблено дві пари праймерів: 1F13_1 та 1R91_1 для фрагменту CO1; 1F_108_1 та 1R_1_1 для фрагменту NAHD2.
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Додаток А

Охорона праці та безпека у надзвичайній ситуації

Тема магістерської роботи: «Генетичний поліморфізм представників Rapana venosa Північно-Західного Причорномор’я»
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Консультант з охорони праці: к. пед. н., доцент  Гвоздій Світлана Петрівна

ОХОРОНА ПРАЦІ

ВСТУП

Охорона праці – система правових соціально-економічних, організаційно-технічних, санітарно-гігієнічних і лікувально-профілактичних заходів і засобів, спрямованих на збереження здоров'я й працездатність людини в процесі трудової діяльності.

Ретельне вивчення та вирішення проблем охорони праці, пов'язаних з забезпеченням умов роботи в лабораторії є важливою частиною виконання дипломного проекту. Безпечні умови праці є одним з основних чинників, що впливають на її продуктивність. Тому тільки вивчення правил роботи у лабораторії та виявлення можливих небезпечних чинників, а також розробка заходів, що можуть попередити появу аварійних ситуацій може створити комфортні та безпечні умови для продуктивної праці.

1. АНАЛІЗ УМОВ ПРАЦІ НА МІСЦІ ВИКОНАННЯ ДОСЛІДЖЕННЯ

1.1. Характеристика лабораторії

Експериментальну частину роботи магістра виконував у науково-дослідній лабораторії на кафедрі генетики і молекулярної біології ОНУ імені І. І. Мечникова.

Лабораторія розташована на другому поверсі. Загальна площина приміщення становить 48,17 м2. Приміщення має два вікна. Кількість працюючих у приміщенні – 6 чоловік, таким чином, на одного працюючого в приміщенні припадає 8,03 м2 робочої площі. Підлога вкрита дерев’яним паркетом. Освітлення лабораторії штучне і природне. Штучне освітлення – робоче відповідає нормі. Приміщення лабораторії обладнане водопроводом з гарячою та холодною водою та каналізацією відповідно до СНиП 2.04.01-85. Температура повітря в лабораторних кімнатах підтримується в межах 18-20°С. Відносна вологість повітря становить 60-40%, швидкість руху повітря для холодного періоду року становить 0,1 м/с, а для теплого періоду року – 0,2 м/с.

Робота, яка виконується у даній роботі відноситься до першої категорії важкості.

Шкідливих речовин у повітрі не може бути, так як у лабораторії працюють зазвичай з нелетючими рідкими або твердими реактивами. Усі речовини утримуються в герметично закритих тарах.

У лабораторії відсутні джерела ультразвуку та вібрації. Основними джерелами шуму в приміщенні є устаткування та люди. Розглянута кімната не призначена для прийому відвідувачів і тому в ній не спостерігається великого скупчення людей.

Джерел випромінювання на робочому місці не виявлено.
1.2. Аналіз методів дослідження і характеристика обладнання

Під час проведення дослідження були використані такі методи:

1. Виділення ДНК з м’язової тканини ноги особин Rapana venosa.
2. Спектрофотометричне визначення концентрації ДНК в отриманих препаратах.
3. Ампліфікація цільових фрагментів методом ПЛР.

4. Електрофоретичне дослідження отриманих фрагментів ампліфікації в агарозному гелі.

5. Біоінформативний аналіз молекулярно-генетичних баз даних.
Ці групи методів забезпечують достатню точність дослідження, та є безпечними. Для здійснення роботи за цими методами були використані такі прилади:

1. Сушильна шафа для сушіння лабораторного посуду (пробірок, еппендорфів, чашок Петрі, піпеток). Електроживлення – 220В/50 Гц; при пошкодженні ізоляції можливо ураження електричним струмом;

2. Спектрофотометр NanoPhotometr plus (Eppendorf, Німеччина). Призначається для вимірювання поглинання рідкими речовинами світла в області спектру від 260 до 280 нм. Електроживлення – 220В/50 Гц; при пошкодженні ізоляції можливо ураження електричним струмом;

3. Ваги ВЛТ 200, використовуються для зваження невеликих кількостей речовин, що необхідні для досліджень;
4. Центрифуга Eppendorf MiniSpin. Електроживлення – 220В/50 Гц; при пошкодженні ізоляції можливо ураження електричним струмом;

5. Ампліфікатор Analytik Jena Flex Cycler (Німеччина). Використовується для проведення ПЛР. Габаритні розміри приладу – 300 х 280 х 380 мм, вага приладу – 10 кг. Електроживлення – 220В/50 Гц, максимальна потужність – 800 Вт; при пошкодженні ізоляції можливо ураження електричним струмом;

6. Камера для горизонтального електрофорезу Helicon SE-1, блок живлення ПЭФ-3. Габаритні розміри камери – 265 х 145 х 95 мм, габаритні розміри блоку живлення – 360 х 320 х 182 мм. Електроживлення – 220В/50 Гц, максимальна потужність – 100 Вт, для безпечної експлуатації потребує заземлення, пошкоджені ізоляції можливо ураження електричним струмом;
7. Термостат ТС-80, що використовується для підтримки стабільної температури під час експерименту. Габаритні розміри робочої камери 400 х 400 х 500 мм, об'єм робочої камери 80 л, електроживлення 220В/50 Гц, максимальна потужність – 250 Вт. При пошкоджені ізоляції можливо ураження електричним струмом;

8. Витяжна шафа;

9. Холодильник Indesit.;

10. Персональний комп'ютер.

При користуванні електроприладами необхідно дотримуватись інструкції щодо їх експлуатації, стежити за тим, щоб вони були справними та, за необхідності, заземленими.

1.3. Характеристика матеріалу дослідження, речовин, їх небезпечні властивості

Матеріалом для дослідження слугували особини Rapana venosa. 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 акваторії острова Зміїний, в районі Дамського пляжу, на такій же глибині. Третя вибірка зібрана у Татарбунарському районі. Зібраних молюсків заморожували при температурі -28°С і зберігали до аналізу. Препарували молюсків після відтавання, в дослід брали м'язову тканину ноги. Зразки тканин були вагою 200 мкг. Зразки були взяті у 16 особин (5 – з Одеської затоки, 6 – з акваторії острова Зміїний, 5 – з Татарбунарського району).
Патогенних для людини мікроорганізмів у зразках не міститься.

Для виділення ДНК використовується гуанідин гідрохлорид та протеїназа К. Вони є подразнюючими нелетючими речовинами, для роботи з ними потрібні гумові рукавички.

Для приготування буферного розчину для виділення ДНК використовується етиловий спирт. Легкозаймиста речовина, при роботі з ним потрібно дотримуватись правил пожежної безпеки.

Для візуалізації нуклеїнових кислот в агарозному гелі у якості барвника використовується бромистий етидій (3,8-диаміно-5-етил-6-фенілфенантридіум бромид). Теоритично, є сильним мутагенним, канцерогенним та тератогенним агентом, однак ці властивості не були досліджені. Нелетюча рідина, при роботі з ним потрібно використовувати вінілоі або нітрилові рукавички.
2. РОЗРОБКА ЗАХОДІВ З ОХОРОНИ ПРАЦІ

2.1. Загальні правила роботи у лабораторії

До роботи у лабораторії допускаються особи, що пройшли інструктаж з техніки безпеки. Працювати необхідно в халаті, захищаючи одяг та шкіру від потрапляння реактивів. Кожен повинен працювати на закріпленому за ним робочому місці. Робоче місце слід підтримувати у чистоті, на ньому не повинні знаходитися сторонні предмети. Необхідно слідкувати за збереженням чистоти та цілісності лабораторного посуду.

Студентам забороняється працювати у лабораторії за відсутності викладача чи лаборанта, а також у невстановлений час без дозволу викладача.

Перед початком роботи необхідно перевірити: наявність протипожежних засобів, справність вентиляційної системи, наявність аптечки, укомплектованої засобами першої допомоги, справність ізоляції.  Після завершення роботи потрібно: вимкнути прилади, воду, прибрати робоче місце. 

2.2. Правила використання електроприладів

При використанні електроприладів слід дотримуватися наступних правил:

1. Ні в якому разі не можна торкатися оголених дротів, по яким тече електричний струм;

2. Не можна вішати одяг та інші речі на вмикачі та дроти.;

3. Не можна вмикати електроприлади мокрими руками;

4. Категорично заборонено використовувати електроприлади, на корпусі яких може бути струм. Штепсельну вилку при ввімкненні та вимкненні приладів треба брати за пластикову колодку, а не за дріт;

5. Прилади, які використовуються для кип’ятіння води не можна включати до мережі порожніми. Вони мають бути заповненими не менш, ніж на одну третину;

6. Щоб запобігти пожежі, прилади потрібно встановлювати на спеціальні підставки та на безпечній відстані від горючих предметів;

7. Не можна залишати ввімкнені електроприлади без спостереження;

8. При необережному поводженні з електроприладами та виникненні ушкоджень, спричинених дією струму, необхідно надати першу медичну допомогу та негайно звернутися до лікаря.

2.3. Правила техніки безпеки при роботі з біооб'єктами

Працювати з рапаною безпечно. Але при проведенні експерименту необхідно дотримуватися загальних правил роботи з біологічними об'єктами:

1. Роботу з біологічним матеріалом проводити тільки за допомогою спеціальних інструментів;

2. При потраплянні біологічного матеріалу на стіл чи руки, слід провести обробку дезінфекційним розчином;

3. Працювати з біооб'єктами потрібно у лабораторному халаті та рукавичках;

4. Після роботи необхідно ретельно вимити руки з використанням дезінфекційних засобів.

2.4. Правила техніки безпеки при роботі зі скляним лабораторним посудом

Основним травмуючим фактором, пов'язаним з використанням скляного посуду, апаратів та приладів є гострі скляні уламки, які можуть призвести до порізів, а також опіки при необережному поводженні з нагрітим посудом. 

1. Ні в якому разі не можна допускати нагрівання рідин в закритих колбах, навіть коли температура нагріву не перевищує температуру кипіння;

2. Категорично забороняється використовувати посуд, що має тріщини чи відбиті краї;

3. Роботи, при проведенні яких можливий перегрів скляного приладу, слід виконувати у витяжній шафі. При цьому слід одягти захисні окуляри та рукавички;

4. Нагріваючи рідину у пробірці, слід тримати її так, щоб отвір був направлений у бік від працівників;

5. Для нагрівання рідни забороняється заповняти пробірку більш, ніж на одну третину. При нагріванні слід спочатку рівномірно прогріти весь об’єм;

3. ПОЖЕЖНА БЕЗПЕКА

Пожежна безпека забезпечується проведенням організаційних, технічних та інших заходів відповідно до правил пожежної безпеки України. Приміщення лабораторій повинні бути забезпечені автоматичною пожежною сигналізацією, вогнегасниками, які розташовані в добре доступних місцях. Підходи до засобів вогнегасіння повинні бути вільними. З метою попередження можливостей виникнення пожеж забороняється:

1. Залишати та зберігати папір, вату, марлю, спирт та інші легкозаймисті речовини та матеріали на шафах та поза ними, на радіаторах центрального опалення, поблизу палаючих пальників, електропроводки і приладів;

2. Зберігати легкозаймисті, вибухові та вогненебезпечні речовини без дотримання правил безпеки;

3. Нагрівати легкозаймисті речовини на відкритому вогні, електроплитах, тощо;

4. Залишати без нагляду включені електроприлади, електричне освітлення, запалені газові пальники;

5. Прибирати випадково пролиті легкозаймисті речовини при запалених пальниках і включених електроприладах;

6. Запалювати вогонь, включати електроприлади, якщо в приміщенні відчувається запах газу;

7. Порушувати електропроводку, заставляти шафами, завішувати плакатами, картинами, газетами електропроводи, електровимикачі, розетки.

4. ОПРАЦЮВАННЯ ЗАХОДІВ ЩОДО БЕЗПЕКИ ПРАЦІВНИКІВ У НАДЗВИЧАЙНИХ СИТУАЦІЯХ

Лабораторії повинні мати на випадок ліквідації наслідків аварії аптечку термінової медичної допомоги (далі аптечку). В аптечці повинні бути: 70° спирт, альбуцид, перекис водню, спиртовий розчин йоду, перманганат калію в наважках по 0,05 (3 шт.), наважки деззасобів (зберігати окремо), стерильна дистильована вода, очні піпетки, шприц для приготування розчинів антибіотиків, ножиці, напальчники (1-2 на кожного працівника), рукавички латексні, лейкопластир і матеріали для перев’язки (бинти, марлевий відріз, вата). Термін придатності препаратів і комплектність аптечки перевіряє відповідальна особа, призначена керівником підрозділу.

При аваріях і нещасних випадках, пов’язаних з інфікуванням, отруєнням, пораненням, опіком, постраждалий (особисто або присутні працівники) зобов’язаний негайно сповістити про це завідуючого лабораторією.

При ураженні електричним струмом, якщо людина залишилася в дотику з струмопровідними частинами, необхідно негайно відключити струм. При неможливості швидкого відключення, особа, яка надає допомогу, повинна ізолювати руки гумовими рукавичками, сухою ганчіркою, частиною одягу, стати на гумовий килимок або суху дошку і відокремити постраждалого від струмопровідних частин, користуючись (по можливості) однією рукою. Після звільнення потерпілого від електричного струму йому необхідно надати першу допомогу і, незалежно від його стану, обов'язково викликати лікаря або терміново доставити потерпілого до лікувального закладу. 

ВИСНОВКИ

При виконанні експериментальної частини дипломної роботи магістра були враховані усі правила техніки безпеки при роботі в біологічній лабораторії, тобто правила роботи з електроприладами, біологічними об’єктами, хімічними реактивами, лабораторним посудом. Дотримувалися усіх правил пожежної безпеки.
Були досліджені загальні правила охорони праці та визначені можливі джерела небезпеки, згідно з використаними приладами та методикою експерименту. Були опрацьовані заходи щодо безпеки працівників лабораторії в надзвичайних ситуаціях, тобто перша допомога при таких аваріях, як пожежа, ураження електричним струмом, термічні та хімічні опіки, порізи, зараження біологічним матеріалом.

Під час роботи над дипломним проектом та виконання його експериментальної частини дотримувалися усіх вищерозглянутих правил та заходів з техніки безпеки та охорони праці.
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