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ВСТУП
На сьогодні в Україні сформовані локальні племінні стада поширених та нових об’єктів риборозведення (короп, білий і строкатий товстолоби, білий амур, веслоніс, форель, тощо), які на даний час вважаються пріоритетними для розвитку селекційно-племінної роботи у вітчизняній аквакультурі. У зв’язку із сформованими на сьогоднішній день тенденціями у рибництві, значний інтерес представляють види риб, районовані в певних зонах ведення рибництва. Важливість їх вивчення та збереження генофонду очевидна через підвищену адаптацію до локальних умов розведення (еколого-географічні особливості розведення, сформовані локальні умови годівлі та утримання). Також, у зв’язку з генетичною ерозією, за використання обмеженої кількості плідників і стрімкого поширення разом з їх генофондами ряду захворювань. 

Разом з тим, численні фактори (високий рівень інбридингу, неконтрольоване схрещування груп риб, тощо), призводять до поступового зменшення репродуктивних показників, погіршення породних якостей та зниження резистентності риб до захворювань чи несприятливих зовнішніх чинників середовища. При цьому використання лише традиційних методів селекційної роботи, зокрема на основі морфометричних показників часто є недостатньо ефективним для формування племінних груп риб. У результаті через декілька поколінь можуть виникати втрати типових селекційних ознак певних племінних груп риб у межах окремих господарств.
Тому для підтримання оптимальних характеристик породи або внутрішньопородних типів об’єктів культивування слід оперувати інформацією про генетичну структуру локальних племінних стад риб. Очевидно, що аналіз рівня внутрішньовидової мінливості популяцій найбільш ефективно може виконуватись з використанням молекулярно–генетичних маркерів та методів цитогенетичного аналізу рівня соматичного мутагенезу. Максимально ефективне використання потенціалу популяцій цінних видів риб неможливе без генетичного контролю. Методи сучасної молекулярної генетики з використанням різних типів молекулярно-генетичних маркерів набувають особливої актуальності при дослідженні генетичних структур різних видів риб.

Цитогенетичний контроль стану хромосомного апарату риб, його цілісність, наявність структурних та кількісних порушень є невід’ємною частиною генетичної експертизи племінних ресурсів сільськогосподарських тварин. Цим обумовлена актуальність впровадження в практику цитогенетичних  тестів, що спрямовані на визначення характеру впливу зовнішніх чинників на геном риб. Накопичення мутацій призводить до підвищення генетичної мінливості. В зв’язку з цим, з діагностичною і прогностичною метою виникає необхідність у проведенні досліджень, що спрямовані на виявлення геномної і хромосомної нестабільності різного походження. 

Мікроядерний тест як цитогенетичний метод, який дозволяє оцінити частоту мікроядер індукованих фізичними, хімічними та біологічними мутагенами, є одним із найпростіших, надійних та дешевих скринінг систем для визначення дії, як кластогенних, так і для анеугенних агентів.

Хронічна дія ксенобіотиків на організм риб призводить до порушення цитогенетичної стабільності і накопичення хромосомних аберацій та геномних мутацій в клітинах організму. Розвиток методів біологічного моніторингу з використанням риб дає можливість перевірити ступінь забруднення водойми і дати швидку відповідь про фізіологічний стан тварин при низьких концентраціях мутагенів прямої дії у водоймах. Цитогенетичні дослідження риб є необхідними для отримання даних про еволюційні та таксономічні зміни з метою генетичного покращення промислових видів риб.
1. ХАРАКТЕРИСТИКА ЦІННИХ ВИДІВ РИБ
На сьогоднішній день традиційними об’єктами риборозведення в аквакультурі України є коропові, проте серед нових об’єктів риборозведення одними з найперспективніших в прісноводній аквакультурі є інтродуковані представники осетроподібних риб – веслоніс (Polyodon spathula) та лососевих риб – райдужна форель (Oncorhynchus mykiss). 

Веслоніс (Polyodon spathula), представник іхтіофауни Північної Америки, належить до хрящових ганоїдів (Chondrostei), ряду осетроподібних (Acipenseriformes), родини веслоносих (Polyodontidae). Веслоніс – це швидкоростуча риба, що досягає маси понад 70 кг та довжини більше 2 м, природним ареалом якої є басейни рік Міссісіпі та Міссурі. Найхарактернішою морфологічною ознакою веслоноса є наявність на голові рострума – плаского видовженого рила веслоподібної форми, довжина якого становить понад чверть загальної довжини тіла. Луска на основній частині поверхні тіла веслоноса відсутня. Належить до пізньодозріваючих риб, оскільки самки досягають статевої зрілості у віці від 9 до 14 років, а самці від 6 до 9 років [12].
Цитогенетичні дослідження Бірштейна показали, що предки осетрових риб були диплоїдні за каріотипом, який складався з 60 хромосом. В ході філогенезу Acipenseriformes відбулася повторна диплоїдизація геному, що призвело до утворення тетраплоїдних риб. Бірштейном та співробітниками було встановлено, що американський веслоніс є тетраплоїдом. Каріотип цього виду складається з 120 хромосом, серед яких вісім великих метацентричних хромосом, 36 середніх метацентричних 4 великих телоцентричних, 72 мікрохромосоми з чотирма ядерцевими організаторами (NOR) [32].
В Україні роботи по одержанню нащадків здійснюються з 2001 р. в  основному шляхом формуванням вихідних ремонтно-маточних стад. Освоєння методів розведення i вирощування веслоноса є передумовою для створення нового напрямку товарного осетрівництва. Веслоніс становить інтерес не лише для ставового рибництва, але і як об’єкт вселення у деякі водойми-охолоджувачі енергетичних установок, водосховищ, озер тощо. Освоєння методів штучного відтворення і вирощування веслоноса є передумовою для створення в Україні нового низьковитратного товарного осетрівництва. Починаючи з 2001 р. в умовах повносистемного ставового господарства “Гірський Тікич”, розташованого в межах зони Лісостепу на території Черкаської області, виконуються щорічні роботи з вирощування товарної продукції веслоноса в полікультурі з коропом і рослиноїдними рибами. Установлено, що введення до складу традиційної ставової полікультури американського веслоноса дає змогу без значних додаткових витрат одержувати в умовах ставових рибницьких господарств лісостепової зони понад 200 кг/га делікатесної осетрової продукції. Зазначене технологічне нововведення позитивно відображається на показниках економічної ефективності виробництва, підвищуючи прибутковість ставової аквакультури в 2-3 рази. Аналогічні роботи успішно розпочато в ставових господарствах Полісся та Прикарпаття. З поширенням практичних робіт із використанням розроблених методів відтворення і вирощування веслоноса буде забезпечено розвиток в Україні нового напряму маловитратного товарного осетрівництва. Реалізація комплексної програми подальшого розвитку аквакультури веслоноса спонукає до розроблення науково обґрунтованих системних заходів щодо проведення спрямованої селекційно-племінної роботи з цим видом на довгострокову перспективу [2, 25].
Райдужна форель. Завезена в карпатські річки із Канади наприкінці XIX століття райдужна форель стала важливим об’єктом штучного розведення в Карпатах. Райдужна форель легко переносить температуру води до 20 °С, її можна вирощувати у басейнах і ставках. До кінця 30-х років XX століття її розводили штучно і зарибнювали річки, зокрема притоки Дністра. Максимальна довжина дорослих особин (віком понад 10 років) досягає 70 см, маса – 4,3 кг.

 
Райдужна форель є північноамериканським компонентом у складі карпатської іхтіофауни. Тривалість життя 10-12 років. Легко відрізняється від інших лососевих забарвленням: спина і боки блакитні з буруватим відтінком, вкриті великою кількістю темних цяток у вигляді краплин, які поширюються на спинний, жировий (другий спинний без променів) та хвостовий плавці. Вздовж бічної лінії тягнеться широка червонувата смуга з фіалково-синім відблиском, що нагадує райдугу. Тримається тих самих ділянок гірських річок, що й струмкова форель, але менш вибаглива до температурного і кисневого режиму і спускається по течії набагато нижче (в зону харіуса) і навіть у передгірні ділянки. Швидко зникає з водойм при їх забрудненні. На другому році життя досягає 15-20 см і 100-150 г. При сприятливих умовах на четвертому році життя досягає 50 см і важить 2,3-2,5 кг, на шостому – понад 60 см і 4 кг. Інкубація і розвиток ікри у райдужної форелі проходить за 20-30 діб, залежно від температури води. Райдужна форель хоч і має гірші смакові якості, ніж струмкова, проте більш плодюча та менш вибаглива до умов існування, саме тому стала важливим об'єктом штучного розведення в Карпатських річках та у форелевих господарствах в умовах залізобетонних басейнів [26]. 

2. МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНІ МАРКЕРИ В РИБНИЦТВІ
Молекулярно-генетичні маркери дозволяють одержувати інформацію щодо поліморфізму генів і досліджувати, які варіанти окремих генів і генних комплексів несуть бажаний комплекс ознак організму у конкретних умовах середовища. На основі такої інформації можна спрямовано формувати генофонди з необхідними генними поєднаннями.

Першими молекулярними маркерами були маркери на основі білкового поліморфізму, алозими – спадкові форми ферментних білків, поліморфізм яких виявляється за допомогою електрофоретичного розділення [42]. Незважаючи на розвиток методів аналізу ДНК, ізоферменти є корисними генетичними маркерами, оскільки з їхньою допомогою можна отримати повну генетичну інформацію за короткий час і при порівняно невеликих затратах матеріальних ресурсів. 
Характеристика культивованих видів риб методами біохімічної генетики дозволяє виявляти шляхи їхнього походження, визначати ступені генетичної подібності та інбридингу, а також відкриває перспективу вивчення еволюційно-генетичних закономірностей та механізмів процесу доместикації риб [30].

Вивчення рибогосподарських об’єктів потребує отримання оцінок популяційно-генетичних параметрів за використання молекулярно-генетичних маркерів. Використання поліморфізму біохімічних маркерів дає змогу контролювати біохімічні процеси загального метаболізму. Зміна поліморфізму біохімічних маркерів під впливом факторів добору свідчить водночас і про зміну генетичної детермінації контролю конкретного біохімічного шляху. Білкові маркери дають принципово нові можливості для ідентифікації генотипів за багатьма генами і вивчення динамічних змін частот алелів в процесі селекції та дозволяють контролювати племінну роботу. 
Наразі, у зв’язку зі стрімким розвитком ДНК-технологій, біохімічні маркери було практично витіснено з популяційно-генетичних досліджень більш інформативними ДНК-маркерами. Але, незважаючи на швидкий розвиток методів аналізу мінливості ДНК, ізоферментні генні маркери залишаються корисними у вивченні популяційної структури, внутрішньо- та міжвидової диференціації об’єктів рибництва, оскільки допомагають отримати генетичну інформацію за короткий час за порівняно невеликих затрат матеріальних ресурсів.

Трансферин (TF) приймає активну участь у розподілі та регулюванні заліза в організмі. Трансферин є білком з двома окремими ділянками, здатними зв’язувати один атом трьохвалентного заліза. За хімічним складом трансферин належить до групи речовин глікопротеїнової природи, функція якого виражається у транспортуванні заліза для побудови гемоглобіну. Важливу роль трансферин відіграє в активному поділі клітин, наприклад при кровотворенні. У всіх видів риб, у тому числі й тетраплоїдів, трансферин контролюється одним геном [9].
Естераза (EST, КФ 3.1.1.1) є ферментом метаболізму екзогенних субстратів. Під цією назвою поєднують декілька дуже різних за своїми функціями груп ферментів: відомі арил-, ацетил-, холін- і карбоксилестерази. Естераза плазми крові відноситься до ферментів, які каталізують реакції гідролізу і синтез складних ефірів. Успадковуються естерази за кодомінантним типом без утворення гібридних молекул. Естерази у риб є одними з найбільш поліморфних систем [45].
Альбумін (ALB) – поліпептид, один із основних білкових компонентів сироватки крові (55–60 % всіх білків плазми). Завдяки відносно невеликим розмірам молекул, високій концентрації в плазмі і гідрофільним властивостям білки альбумінової групи відіграють важливу роль у підтриманні певного рівня осмотичного тиску крові, транспорті необхідних для життєдіяльності організму речовин (ліпідів) та пластичному обміні. Сироватковий альбумін синтезується в печінці. Альбуміни виконують транспортну функцію, переносячи органічні сполуки в тканини, є джерелом азоту для побудови білків [27].
НАД-залежна малатдегідрогеназа (MDH, КФ 1.1.1.37) включається у цикл трикарбонових кислот та регулює рівень окисно-відновного потенціалу клітини – важливого фактору клітинного гомеостазу [14]. Фермент MDH в тканинах риб зустрічається в двох формах – розчинній і мітохондріальній. Кожна із цих форм кодується самостійним геном, а у деяких риб – двома і навіть трьома генами [9].
Молекули ферменту малік-ензиму (MЕ, КФ 1.1.1.40) мають тетрамерну будову. Фермент, який каталізує в циклі трикарбонових кислот перетворення L-малату в піруват, часто використовують як популяційно-генетичний маркер. У ссавців присутні два аутосомних локуси – МЕ-s і МЕ-m, які кодують розчинну і мітохондріальну форми ферменту. Розчинна форма MЕ рухається до аноду швидше, ніж мітохондріальна. У всіх тканинах інтенсивніше проявляється s-MЕ [9].
Ізоцитратдегідрогеназа (IDH, КФ 1.1.1.42) є одним з найбільш розповсюджених популяційно-генетичних маркерів. Фермент IDH, який каталізує реакцію перетворення ізоцитратної кислоти в α-кетоглутарову (з відновленням НАД) – третя реакція циклу трикарбонових кислот [28]. У райдужної форелі описано генотиповий склад локусу ізоцитратдегідрогенази [29].

Карбоангідраза (СА, КФ 4.2.1.1) є ферментом еритроцитів, який прискорює дисоціацію вугільної кислоти на воду і вугільний ангідрид і, таким чином, забезпечує виділення СО2 з організму [39].

Супероксиддисмутаза (SOD, КФ 1.15.1.1) є основним ферментом захисту від отруєння тканин киснем, каталізує видалення токсичних супероксидних радикалів. SOD займає ключове положення у знешкодженні супероксидного радикалу в організмі риб, так само, як і у ссавців, відновлює О2 до Н2О2, який надалі розщеплюється до води і кисню глутатіонпероксидазою і каталазою. Відомо три форми СОД: Cu, Zn-СОД; Mn-СОД і Fe-СОД. У еукаріотів Cu, Zn-СОД є цитозольним ферментом. Цинк у СОД забезпечує відповідну конформацію білка, а мідь бере участь у каталізі реакції дисмутацiї [13]. 

Практично доведено, що електрофоретичні варіанти поліморфних білків крові риб є зручними генетичними маркерами і виявляються корисними в селекційно-племінному рибництві [30, 31]. Білки є маркерами конкретних структурних генів. Алельні варіанти білків успадковуються кодомінантно, їх склад не залежить від умов життя організму і порівняно легко визначається за допомогою електрофорезу. Тому білкові маркери надають можливість ідентифікації генотипів за багатьма генами і вивчення змін частот алелей в процесі селекції та дозволяють контролювати племінну роботу. Різноманітні білки та ферменти у риб відрізняються різним рівнем мінливості. До числа найбільш мінливих відносяться трансферин і альбумін сироватки крові та різноманітні естерази [31]. Авторами сучасних методик рекомендується багато методів та методик для проведення генетичних експертиз різних об’єктів рибництва. Доцільно визначити найбільш ефективні серед них і адаптувати для користування в племінному рибництві.

Характеристика генофондів різних видів риб методами біохімічної генетики дозволяє виявляти шляхи їх походження, ідентифікувати популяції, визначати ступінь їх генетичної подібності та величину інбридингу, а також дозволяє визначити ступінь спорідненості і філогенетичні зв’язки між досліджуваними популяціями [18].

До переваг використання біохімічних систем в якості генетичних маркерів відноситься також можливість безпосереднього порівняння особливостей формування генетичних структур груп риб за одними і тими ж білками у різних видів. До теперішнього часу накопичено велику кількість даних про можливості використання окремих біохімічних маркерів для прогнозу розвитку господарсько-корисних ознак. Наприклад, гетерозиготність за деякими ферментами і стабільність онтогенезу у риб [9]. 

Виявлення закономірностей у формуванні генетичної структури популяцій є одним з основних підходів до визначення генетичного і, як наслідок, селекційного потенціалу порід і видів риб. Маючи уявлення про рівень мінливості вихідного матеріалу і знаючи наслідки, до яких призводять ті чи інші селекційні дії на генетичну структуру популяції, можна отримати деякі елементи прогнозу кінцевих результатів селекції.

На даний час склалась ситуація, коли традиційні підходи до вивчення рибогосподарських об’єктів  вже не відповідають сучасним вимогам. Наукові основи моніторингу біорізноманіття і організація раціонального ведення господарювання потребують отримання кількісних оцінок популяційно-генетичних параметрів, що є можливим на основі молекулярно-генетичних маркерів. Ізоферментні генні маркери залишаються одним з головних інструментів вивчення популяційно-генетичної структури, внутрішньо- і міжвидової диференціації і гібридизації об’єктів рибництва. Незважаючи на розвиток методів аналізу мінливості ДНК, за допомогою ізоферментів досі отримують значну частину інформації щодо стану генофондів природних та штучних популяцій риб [22].
3. ЦИТОГЕНЕТИЧНІ МАРКЕРИ В РИБНИЦТВІ 
Мікроядерний тест – цитогенетичний метод, який дозволяє оцінити частоту мікроядер індукованих фізичними, хімічними та біологічними мутагенами [19]. Формування мікроядер може відбуватися в клітинах будь-якої тканини організму, здатних до поділу. Мікроядерний тест – це одна із найпростіших, надійних та дешевих скринінг-систем, як для кластогенних (розриви хромосом і утворення ацентричних фрагментів), так і для анеугенних (затримка хромосом в екваторіальній зоні через пошкодження веретена поділу) агентів [43]. Мікроядерний тест застосовується як метод детекції аберацій, викликаних поведінкою хромосом в анафазі і застосовується в соматичних клітинах різних організмів. Тест заснований на підрахунку “мікроядер”, сформованих з хромосомного матеріалу в результаті поодиноких розривів (кінцева делеція), або об’єднання фрагментів різних хромосом (транслокацій), які “відстали” і не були включені в ядро дочірніх клітин під час телофази. Якщо мікроядра виникають в результаті пошкоджень веретена поділу, в такому випадку хромосоми не розходяться до полюсів в анафазі і не об’єднуються в телофазні ядра дочірніх клітин. Такі фрагменти хроматину, або ж навіть цілі хромосоми, формують одне, або декілька супутніх ядер в цитоплазмі дочірньої клітини, які значно менші, ніж основне дочірнє ядро і тому називаються мікроядрами [41]. Окремі види, такі як: рослини, ссавці, амфібії, птахи та риби активно досліджуються з застосуванням мікроядерного тесту для визначення ступеню контамінації навколишнього середовища  ксенобіотиками, які призводять до генотоксичних ефектів [34]. Для оцінки генотоксичності водойм в промислових та лабораторних умовах  зазвичай використовують амфібій та риб [36]. Мікроядерний тест на рибах є чутливим методом оцінки генотоксичності водойм [20]. Кровотворна система риб дуже чутлива до змін стану водного середовища. Мікроядерний тест – метод, що дозволяє визначити сумарну дію токсикантів на структуру хромосом і виявити генетичні зміни у конкретної особини. Переваги мікроядерного тесту для скринінгу  мутагенних ефектів водного середовища були добре вивчені на декількох системах риб таких як: периферійна кров, зяберні дуги, селезінка, печінка, спинний мозок, тимус [37]. Розвиток методів біологічного моніторингу з використання риб дає можливість перевірити ступінь забруднення водойми і дати швидку відповідь про стан  життєдіяльності тварин при низьких концентраціях мутагенів прямої дії. На сьогоднішній день мікроядерний тест на рибах широко використовується в країнах світу таких як: Туреччина, Росія, Німеччина, Молдова та Польща [10, 46, 48]. Так дослідження Т. Каваса в трьох різних зонах Середземного моря на клітинах периферійної крові сірої кефалі (Mugil cephalus) показали, що кількість клітин з мікроядрами та порушеннями морфології ядер значно вища в гавані Мерсина, де зафіксовано високий рівень ароматичних вуглеводнів. Також було встановлено, що  рівень цитогенетичних аномалій в клітинах кефалі влітку вищий, порівняно із зимою [47]. Результати досліджень вчених вказують на те, що мікроядерний тест на рибах є відповідним біомаркером фізіологічного стану тварин та може використовуватися для контролю генотоксичності середовища. Мікроядра в еритроцитах риб формуються шляхом конденсації  фрагментів хромосом, або цілих хромосом, що не потрапили в основне ядро протягом анафази внаслідок розриву ДНК, гістонових білків, або руйнування ниток веретена поділу [15]. Багаточисельні дослідження показали, що в еритроцитах периферійної крові риб, як у польових, так і лабораторних умовах часто зустрічаються мікроядра внаслідок впливу різноманітних генотоксинів [35]. Даний метод є чутливим не лише для скринінгу фізичних та хімічних мутагенів, але і для біологічних. Результати мікроядерного тесту при дослідженні впливу гострої форми філометроїдозу на частоту мікроядер в еритроцитах коропа показали, що на сьому добу міграції личинки у дослідної групи кількість мікроядер в еритроцитах збільшилась до 11,5±0,51, в той час як у контрольної групи становила 6,1±0,42, що говорить про високу специфічність даного тесту до біологічних мутагенів [23]. Висунуто припущення, що немітотичне утворення мікроядер – це шлях видалення з ядра дефектного хроматину. В дослідженнях Ізюмової Ю. Г. виявлено, що кількість клітин з МЯ знаходиться в зворотній кореляційній залежності (R±mr = – 0,58 ± 0,17; Р < 0,001 ) по відношенню до клітин з іншими ознаками різного ступеню деструкції ядер, таких як хроматиноліз, каріоліз, каріорексис (розпад генетичного матеріалу ядра на гранули). Всі вони відображають несприятливий токсикологічний стан серед представників аквакультури [8]. Облік цитогенетичних аномалій у клітинах периферійної крові можна використовувати на початкових стадіях інтоксикації, причому клітинами мішенями будуть, в першу чергу, еритроцити [6].
Варто відмітити, що механізми утворення клітин з мікроядрами можуть суттєво відрізнятися в різних клітинних популяціях. Процес утворення мікроядер в лімфоцитах має складну природу. З одного боку, це може бути результатом хромосомних аберацій і відставання хромосом в процесі мітотичного поділу, з іншого – дефектами веретена поділу та багатополюсними мітозами. Лімфоцити – клітини імунної системи, належать до лейкоцитів групи агранулоцитів. Забезпечують гуморальний та клітинний імунітет, регулюють діяльність клітин інших типів. Лімфоцити, на відміну від інших форменних тілець крові, наприклад, еритроцитів, можуть ділитися в різних лімфоїдних органах – тимусі, селезінці, лімфатичному органі та ін. [5]. 

В сучасних умовах господарювання застосування мікроядерного тесту на ставових рибах дасть можливість встановити чутливість геномів різних видів до дії мутагенів в конкретних умовах розведення та оцінити генотоксичність рибогосподарських водойм з метою подальшої оптимізації господарської діяльності.
Ще одним важливим етапом цитодиференціації клітин багатоклітинних організмів є апоптоз – генетично запрограмована загибель клітини та елімінація клітин, не здатних до розвитку і нормальної життєдіяльності, що здійснюється завдяки запуску спеціальної програми послідовної активації ряду ферментів [19]. Характерними морфологічними ознаками апоптичної загибелі клітини є зжимання клітин, конденсація цитоплазми, руйнування клітинного ядра та кінцевий розпад клітини. Вперше виявлений в 50-ті роки минулого століття, як феномен інтерфазної загибелі лімфоцитів під впливом іонізуючого випромінювання. Одним із сигналів запуску апоптозу є “виявлення” пошкоджень ДНК в точках клітинного циклу. Характерними морфологічними ознаками апоптичної загибелі клітини є зжимання клітин і конденсація цитоплазми, руйнування клітинного ядра, ущільнення хроматину і міжнуклеосомна фрагментація ДНК, кінцевий розпад клітини з “відшнуровуванням” пухирців, так званих апоптичних тілець. Клітини, які підлягали апоптозу, розпізнаються макрофагами та іншими фагоцитарними клітинами і швидко знищуються. Шляхом апоптозу елімінуються трансформовані клітини, які виникли при канцерогенезі, вірусних інфекціях або незворотних пошкодженнях ДНК. Як відмічають дослідники, апоптоз є високорегульованою формою програмованої клітинної загибелі з характерними морфологічними, біохімічними і генетичними ознаками, в результаті якої досягається кінцева мета – загибель дефектної клітини [1]. Апоптоз має позитивну кореляцію з концентрацією канцерогену. Він включається тоді, коли репараційні системи не справляються з об’ємом пошкоджень спадкових структур клітини.  Як показники дестабілізації хромосомного апарату риб використовують мікроядерний тест у еритроцитах, лейкоцитах і оцінку дефектів морфології ядер клітин крові, а також частоти двоядерних клітин та апоптозів. Набір клітинних критеріїв включає в себе відсоток клітин з мікроядрами (реєструють структурні порушення в спадковому апараті клітини) і кількісні характеристики ядерець (відображають функціональні зміни) [24, 33]. 
4. МЕТОДИЧНІ АСПЕКТИ ГЕНЕТИЧНОГО АНАЛІЗУ ЦІННИХ ВИДІВ РИБ
Приготування зразків біологічного матеріалу. Проби крові відбирали із хвостової вени риб у пробірки типу Eppendorf (Eppendorf, Німеччина) з гепарином (антикоагулянт) у розрахунку 25 МО на 1 мл.

Проби крові центрифугували при 3000 об./хв протягом 10 хв, відбирали плазму і еритроцити у пробірки. Зразки для досліджень зберігали за t –20 °С.   

Дослідження поліморфізму білків та ферментів плазми крові риб проводили за використання методу вертикального електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ) [38] з власними модифікаціями [21]. 

Електрофоретичний аналіз оснований на тому, що різні білки відрізняються один від одного за молекулярною масою, структурою, формою молекул, тому переміщаються в однорідному електричному полі з різною швидкістю, тобто мають неоднакову рухливість [11]. 

  Електрофорез проводили за t –2 °С, при наступних режимах:

I етап – 120 V х 15 мА, 30-40 хв (концентрація білку)

II етап – 180 V х 40 мА, 30 хв 

III етап – 180 V х 50-70 мА (до закінчення форезу)

Даний метод дозволяв типувати на одній пластині гелю алелі локусів трансферину (TF), альбуміну (ALB) та естерази (EST).

Для проведення електрофоретичного розділення в поліакриламідному гелі використовували камери «Нelicon» VE-20 (Німеччина), джерело живлення – «Ельф-4» (Україна). Електрофоретичне розділення проводили за температури –2 °С, оскільки нагрівання гелю призводить до інактивації ферментів і спотворення результатів дослідження. У роботі використовували 9–11 % поліакриламідний гель. Відмивання гелевої пластини проводили у розчині: Н2О – 100 мл; спирт – 50 мл; оцтова кислота – 20 мл. Фіксували гель у розчині: гліцерин – 100 мл, Н2О – 100 мл [17].

Для електрофоретичного розділення ферментів крові риб використовували метод горизонтального електрофорезу в 13–14 % крохмальному гелі. Для приготування гелю крохмаль заздалегідь гідролізували [4, 42]. 
Гель готували безпосередньо перед проведенням електрофорезу. Зразки вносили в лунки гелевої пластини за допомогою фільтрувального паперу (3 ММ) і проводили електрофорез за режиму: 1 етап (концентрація білку) – 10 mA, 100–120 V; 2 етап (розділення зон ферменту) – 15–20 mA, 120 V; 3 етап (до завершення) – 25 mA, 120 V [4].

Для проведення електрофорезу використовували буферні системи в залежності від досліджуваного білку (табл. 1).               
         Таблиця 1
Буферні системи, використані для електрофоретичного розділення білків і ферментів у поліакриламідному і крохмальному гелях
	Гелевий буфер
	Електродний буфер
	Досліджувані білки і ферменти

	розчин А: рH=8,9
трис – 36,6 мл
Н2О до 100 мл
розчин Б:  рН=6,7
трис – 6 г

Н2О до 100 мл
розчин В:

акриламід – 28 г

метиленбісакриламід – 0,8 г

розчин Г:

акриламід – 10 г

метиленбісакриламід – 2,5 г
	Трис-гліциновий буфер

рН =8,3–8,5

трис – 6 г

гліцин – 28,8 г

Н2О до 1000  мл
	трансферин

альбумін

естераза

	0,5 М ТЕБ pH=8,0

0,05 М трис

0,002 М ЕДТА

0,075 М Н3ВО3
	0,1М Na-боратний буфер pH=8,6
0,1 M NaOH  (4 г/л)
0,3 M H3BO3   (18,6 г/л)
	малатдегідрогеназа

малік-ензим

карбоангідраза

ізоцитратдегідрогеназа

	0,9 М ТЕБ pH=8,65
	0,9 М ТЕБ pH=8,65
	супероксиддисмутаза


Після проведення електрофоретичного розділення білків, робили декілька поздовжніх зрізів гелю і кожний зріз фарбували залежно від поставлених завдань (табл. 2). Застосовували методи гістохімічного фарбування, які широко використовуються в генетиці ізоферментів з власними модифікаціями. Принцип гістохімічного фарбування багатьох ферментів базується на тому, що після електрофоретичного розділення складної суміші білків у твердому носії стан окремих ферментів у гелевому блоці тривалий час залишається незмінним через низьку дифузію. При цьому функціональні властивості ферментів зберігались, якщо дотримано умов, що попереджують їхню денатурацію. 

Таблиця 2 

Фарбування гелів

	Локуси
	Склад суміші на 10 зразків
	Буферний розчин

	Трансферин (TF)

Альбумін (ALB)
	Амідо-чорний барвник – 0,1 г


	CH3COOН – 20 мл

C2H5OН – 50 мл

Н2О – 100 мл

	Естераза

(EST, КФ 3.1.1.1)


	α-нафтилацетат – 5 мг
β-нафтилацетат – 5 мг
RR сіль – 10 мг 
	0,1 М фосфатний буфер рН=7,4
інкубують при 37 °С

	Малатдегідрогеназа

 (MDH, КФ 1.1.1.37)
	малат натрію – 10 мг

НАД – 100 мкл
НСТ – 100 мкл
ФМС – 100 мкл
	0,1 М фосфатний буфер рН=7,4

інкубують при 37 °С 

	Малік-ензим

(МЕ, КФ 1.1.1.40)

	малат натрію – 10 мг
НАДФ –100 мкл

НСТ – 100 мкл
ФМС–100 мкл
MgCl2–100 мкл
	0,1 М трис-НСl буфер

рН=8,0

інкубують при 37 °С 

	Ізоцитратдегідрогеназа
(IDH, КФ 1.1.1.42)
	ізоцитрат натрію – 10 мг

НАДФ –100 мкл

НСТ – 100 мкл

ФМС–100 мкл
MgCl2–100 мкл
	0,1 М трис – НСl буфер рН=8,0

інкубують при 37 °С 

	Супероксиддисмутаза

(SOD, КФ 1.15.1.1)
	НСТ -100 мкл

ФМС -100 мкл
MgCl2-100 мкл
	0,05 М трис-HCl буфер,

рН 8,5

інкубують при 37 °С 

	Карбоангідраза

(СА, КФ 4.2.1.1)
	β-нафтилацетат – 5 мг

RR сіль – 10 мг
	0,1 М фосфатний буфер рН=7,4


Гелевий блок інкубували за температури 37 °С у середовищі, в якому здійснювали гістохімічне виявлення певного ферменту. Середовище готували на буфері, що має рН, за якого активність ферменту є максимальною [3].

Позначення локусів у таблиці 2 наведені у відповідності до рекомендацій з номенклатури генів, кодуючих білки у риб [40].
Статистична обробка результатів досліджень. Оцінка частоти алелів, розрахунок відповідності фактичного розподілу генотипів теоретично очікуваному, визначення гетерозиготності, тест χ2 на міжпопуляційну гетерогенність отримані з допомогою пакета програм BIOSYS-1. Генетичні дистанції між популяціями (вибірками) на основі алельних частот визначали за Неєм  [44].
Цитогенетичний аналіз передбачав аналіз частот клітин периферійної крові риб з мікроядрами, які представляють собою невеликі округлі тільця, що утворилися під час конденсації ацентричних хромосомних фрагментів або цілих хромосом, які не були включені в основне ядро по закінченню мітотичного поділу клітини. Варто відзначити, що формування мікроядер може бути обумовлено порушенням різних клітинних механізмів. Так, мікроядра, які включають хромосомні фрагменти, утворюються після прямих розривів ланцюга ДНК, реплікації на пошкодженій ДНК-основі, репресії синтезу ДНК (кластогенні пошкодження). Мікроядра, що включають цілі хромосоми  утворюються внаслідок порушень веретена поділу або кінетохора. Відповідно підвищена частота клітин з мікроядрами є біомаркером генотоксичних ефектів, які можуть виникнути внаслідок впливу кластогенних та анеугенних агентів. 

Мікроядерний тест виконували в клітинах периферійної крові (еритроцити та лімфоцити) веслоноса та райдужної форелі. На попередньо знежирені предметні скельця наносили дві краплі 0,6 NaCl та одну краплю крові та готували мазки методом роздавленої краплі відповідно до рекомендацій Іванової [7]. Промарковані мазки фіксували метиловим спиртом протягом 20 хв. і висушували за кімнатної температури. Фарбування проводили за методом Романовського стандартним розчином Гімза, який полягає у вибірковому поглинанні трьох барвників: азуру, метиленової синьки та еозину. Азур має амфотерноосновну реакцію, еозин – кислу, а метиленова синька – лужну, завдяки чому добре зв’язується з нуклеїновими кислотами основного ядра та мікроядер [6]. Мазки витримували 30–40 хв. у барвнику (5 мл стандартного розчину Гімза і 20 мл дистильованої води з рН 6,8-7,2). Ополіскували проточною водою, висушували на повітрі. Для аналізу клітин використовували бінокулярний світловий мікроскоп “Primo Star Zeiss” зі збільшенням у 1000 разів. В мазках крові підраховували частоту еритроцитів з мікроядрами (ЕМЯ) не менше ніж у 3000 клітин, одноядерних лімфоцитів з мікроядрами (ЛМЯ), двоядерних лімфоцитів (ДЯЛ) та апоптозів (АП) не менше ніж у 1000 клітин [5]. Достовірність відмінностей частот цитогенетичних порушень оцінювали за критерієм Стьюдента. Вірогідними вважали відмінності де Р<0,001, Р<0,01, Р<0,05. Обрахунок здійснювали за допомогою програми Microsoft Exсel 2003 для Windows ХР. Одержані дані виражали в проміле (‰). 
5. ГЕНЕТИЧНИЙ ПОЛІМОРФІЗМ У ВЕСЛОНОСА (Polyodon spathula W.)
Особливий інтерес представляють введені у випасні іхтіокомплекси внутрішніх водойм планктоноїдні риби, що характеризуються прискореним ростом та високою харчовою цінністю. Одним з таких об’єктів є завезений в Україну північноамериканський представник осетроподібних риб – веслоніс [16].
Проведено дослідження особливостей генетичної структури груп веслоноса за генетико-біохімічними маркерами. Виконано аналіз за частотою алельних варіантів локусів та розподілом генотипів за окремими біохімічними системами крові. 

В дослідження включено групи веслоноса, відібрані у ДП ДГ «Нивка» Київської обл. (група № 1 – осінь, група № 2 – весна) та господарства «Гірський Тікич» Черкаської обл. (група № 3).

Трансферин належить до групи білків з максимально вираженим поліморфізмом. Поліморфізм за цим локусом виявлений більш, ніж у 30 видів риб. У наших дослідженнях локус трансферину представлений у вигляді трьохкомпонентного білку, на електрофореграмах розподілявся на три фракції. 

Фермент циклу Кребса малатдегідрогеназа представлений двома алельними варіантами – Mdh F (швидкомігруюча зона) і Mdh S (повільномігруюча зона). У досліджених груп веслоноса № 1 і № 2 з помітно вищою частотою присутній алельний варіант Mdh F і становив 0,667 і 0,786 відповідно. В групі № 3 обидва алельні варіанти зустрічались з подібною частотою.

Локус МE у дослідженні представлений двома алельними варіантами – Ме F і Ме S. Між дослідженими групами виявлені відмінності за частотою алелів. Так, у веслоноса з групи № 1 обидва алелі не відрізнялися за частотою. У веслоноса з групи № 2 відмічається перевага повільномігруючого алелю Ме S з частотою 0,607, порівняно з швидкомігруючим алелем F, який зустрічався в цій групі з частотою 0,393. Частота швидко- і повільномігруючого алелів у веслоноса групи № 3 становила 0,600 і 0,400, відповідно.

Одним з важливих білкових компонентів сироватки крові є альбумін, який виконує транспортну функцію. В організмі альбуміни приймають участь в неспецифічній адсорбції і перенесенні жирних кислот, аніонів і ліпідів, підтримують онкотичний тиск крові і є амінокислотним резервом під час синтезу білкових статевих продуктів на початкових етапах дозрівання. В наших дослідженнях локус ALB представлений двома алельними варіантами – А (швидкомігруючий) і В (повільномігруючий). У всіх груп веслоноса, включених в дослідження, значна перевага виражена за частотою алельного варіанту з швидкою рухливістю, яка становила Alb A – 0,867; 0,929 і 0,767 у груп № 1, 2 і 3 відповідно. Повільномігруючий алельний варіант Alb B зустрічався з незначною частотою у всіх груп веслоноса.

Естераза плазми крові є ферментом, який каталізує реакції гідролізу і  представляє групу специфічних ферментів, які гідролізують ефірні зв’язки. У нашому дослідженні за локусом естерази у веслоноса виявлено два – швидкомігруючий (F) і повільномігруючий (S) алельні варіанти, за розподілом частот яких відмінностей не спостерігалося.  

За ферментною системою карбоангідрази виявлено два алельні варіанти – Са F і Са S, які зустрічались з подібною частотою. В групі № 3 помітно переважав швидкомігруючий алель Са F і становив 0,717.

Більшість локусів досліджених генетико-біохімічних систем мали генетично врівноважений стан, у популяцій веслоноса (ДП ДГ «Нивка») спостерігалась рівновага між фактичними і очікуваними гетерозиготами, що підтвержує нейтральність вибраних для аналізу локусів. Зокрема, за локусами генетико-біохімічних систем ALB, MDH, EST групи веслоноса, відібрані у ДП ДГ «Нивка» у різні сезони, знаходилися у врівноваженому стані. Популяція веслоноса, відібрана у господарстві «Нивка» (група № 1, осінь), відрізнялась від інших досліджених груп риб, оскільки характеризувалася генетично врівноваженим станом  за всіма дослідженими локусами.

Слід відмітити, що група № 2 була неврівноваженою за розподілом генотипів локусу СА (χ2=4,129, Р<0,05) через статистично достовірний надлишок гетерозигот FS. За локусом MЕ, навпаки, група № 2 відрізнялась від інших груп недостачею гетерозиготних генотипів FS (χ2=4,882, Р<0,05).   

У групі веслоноса, відібраного в господарстві «Гірський Тікич» (група № 3), спостерігався також статистично достовірний надлишок гетерозигот за локусом MDH (χ2=6,249, Р<0,05). Для всіх інших досліджених локусів генетико-біохімічних систем в цій групі характерний врівноважений стан.

За даними трьох груп (сумарно 3 групи) веслоноса спостерігався статистично достовірний надлишок гетерозигот FS за локусом MDH (χ2=5,186; Р<0,05) та EST  (χ2=8,650; Р<0,01).  

Проведений розрахунок рівня гетерозиготності за досліджуваними локусами показав, що в групі 1 (Нивка-осінь) переважав виявлений рівень гетерозиготності за локусами EST і ME (фактичний Нo – 73,3 % проти очікуваного Не – 49,1 %), що підтверджено значенням індексу фіксації F = –0,493, який є мірою відмінностей між фактичною і очікуваною гетерозиготністю. Група № 2 (Нивка-весна) відмічалась достовірно вищим значенням фактичного рівня гетерозиготності за локусом СА (Нo – 78,6 %), порівняно з очікуваним (Не – 49,7 %), значення індексу фіксації F при цьому становило –0,579. За локусом МЕ у групі 2 (Нивка-весна) виявлено, що фактичний рівень гетерозиготності мав значно нижче значення, ніж очікувалось (Нo – 21,4 %; Не – 47,7 %, F = 0,551).

Популяція веслоноса з «Гірського Тікича» знаходилася у неврівноваженому стані за рівнем гетерозиготності лише за локусом MDH, оскільки фактичний рівень гетерозиготності переважав очікуваний (Нo – 73,3 %; Не – 49,8 %, F = –0,473). 

Загалом сумарно за трьома популяціями достовірну нерівновагу виявлено за локусами EST (Нo – 69,5 %; Не – 49,9 %, F = –0,391) та MDH (Нo – 61 %; Не – 46,8 %, F = –0,305).
Виконаний аналіз гетерогенності веслоноса свідчив, що у всіх досліджених груп рівень середньої гетерозиготності коливався в близьких межах – від 45,7 % до 58 %. Фактичний рівень середньої гетерозиготності у досліджених груп помітно не відрізнявся і був наближеним до очікуваного рівня середньої гетерозиготності (Нo – 54,9 %, Нe – 44,4 %).

Можна стверджувати, що за дослідженими генетико-біохімічними системами риб виявлений рівень гетерозиготності вказував на певну консолідованість даного виду риб, порівняно з іншими видами, зокрема короповими.
Для оцінки відмінностей генетичної структури у різних груп веслоноса проводили аналіз генетичних відстаней між ними. Найменші значення генетичних відстаней виявлені між двома групами веслоноса, які були відібрані весною та восени в господарстві «Нивка», і становили 0,006. Відрізнялась від них досліджена третя група веслоноса з господарства «Гірський Тікич», хоч значення генетичних відстаней були незначними і становили 0,061.

На основі індексу ідентичності (Nei, 1978) побудовано дендрограму, яка дала можливість оцінити взаємовідношення представників різних груп. Дендрограма генетичних взаємовідношень між популяціями вказувала на генетичну спорідненість досліджених груп веслоноса. 

Сумарний розподіл алелів та генотипів за дослідженими локусами відповідав генезису розглянутих груп риб, про що свідчив кластерний аналіз, виконаний на основі такого розподілу. Кластерний аналіз показав, що групи веслоноса (відібрані весною і восени), які утримувались у ДП ДГ «Нивка» (Київська обл.), є подібними за генетичною структурою і поєднувались у спільний кластер. Інша група веслоноса, вирощена в господарстві «Гірський Тікич» (Черкаська обл.), відрізнялась від них і утворювала окремий кластер. 

Таким чином, у оцінених груп веслоноса виявлено поліморфізм локусів за дослідженими біохімічними системами трансферину, альбуміну, естерази, малатдегідрогенази, малік-ензиму та карбоангідрази. Особливості розподілу алельних частот за виявленими поліморфними локусами свідчать про наявність специфічних характеристик генетичної структури за локусами MDH, ME, СA.  Кластерний аналіз, виконаний на основі розподілу алельних і генотипових частот, відповідав відмінностям між групами за їх приналежністю до різних умов вирощування, що зазначено на дендрограмі. В той же час, генетична диференціація між досліджуваними групами веслоноса відповідала історії їх формування.
6. ГЕНЕТИЧНИЙ ПОЛІМОРФІЗМ У РАЙДУЖНОЇ ФОРЕЛІ (Oncorhychus mykiss)
Проведений аналіз генетичної структури популяцій райдужної форелі (господарство «Ішхан» Чернівецької обл., група № 1 – райдужна форель, відібрана у 2011 р.; група № 2 – райдужна форель, відібрана у 2012 р.). У дослідженнях використовували молекулярно-генетичні маркери – локуси трансферину (TF), естерази плазми (EST, КФ 3.1.1.1), карбоангідрази (СA, КФ 4.2.1.1), ізоцитратдегідрогенази (IDH, КФ 1.1.1.42), супероксиддисмутази (SОD, КФ 1.15.1.1). Проведено аналіз розподілу частоти алельних та генотипових варіантів досліджуваних локусів, вивчено рівень їх генетичної мінливості. 
Найбільш вивченою є β-глобулінова фракція трансферину, яка приймає активну участь у розподілі і регулюванні заліза в організмі. За локусом трансферину виявлено три алелі, позначених у відповідності до швидкості їх рухливості – Tf А, Tf В і Tf С. Алельний варіант з високою молекулярною масою (повільномігруючий) Tf С зустрічався у всіх досліджених особин райдужної форелі і був мономорфним. Інші виявлені алелі локусу TF представлені поліморфними зонами з частотою Tf А – 0,510 і Tf В – 0,490.
Естерази – ферменти, які каталізують в клітинах гідролітичне розщеплення складних ефірів на спирти і кислоти за участю молекул води. За локусом EST у досліджуваних популяцій райдужної форелі зустрічалися два алельні варіанти: швидкомігруючий алель Est F і повільномігруючий  – Est S. Частота цих алелів у досліджуваних популяцій мала значення, які помітно не відрізнялися, і становила у групі 1: Est F (0,467) та Est S (0,533); у райдужної форелі групи 2: Est F (0,460) та Est S (0,540). 

Карбоангідраза є ферментом еритроцитів, який прискорює дисоціацію вугільної кислоти на воду і вугільний ангідрид і, таким чином, забезпечує виділення СО2 з організму. У райдужної форелі виявлено два алельних варіанти за локусом СА – швидкомігруючий Са F з частотою 0,600 і 0,460, а також повільномігруючий Са S з частотою 0,400 і 0,540, у досліджуваних груп 1 і 2 відповідно.

Ізоцитратдегідрогеназа як один з найбільш розповсюджених популяційно-генетичних маркерів представлений у райдужної форелі двома електрофоретичними зонами. У досліджуваних груп не встановлено статистично достовірних відмінностей за розподілом алельних варіантів локусу IDH: у групі 1 виявлено швидкомігруючий Idh F з частотою 0,500 і повільномігруючий Idh S з частотою 0,500; у райдужної форелі групи 2 спостерігалась частота Idh F 0,420 і Idh S 0,580. 

Супероксиддисмутаза відноситься до групи антиоксидантних ферментів і захищає організм від високотоксичних кисневих радикалів. За локусом SOD визначено два алельні варіанти з наближеною частотою у групі 1: Sod F 0,533 і  Sod S 0,467. У досліджуваній популяції райдужної форелі з групи 2 виявлено відмінності розподілу алельних варіантів локусу SOD. Так, частота повільномігруючого алелю Sod S (0,680) значно переважала частоту швидкомігруючого алельного варіанту Sod F (0,320). Слід зауважити, що при аналізі розподілу алельних варіантів у досліджуваних популяцій райдужної форелі помітні відмінності виявлялися лише за локусом SOD. 
У популяцій райдужної форелі проводили аналіз розподілу генотипових варіантів досліджуваних локусів генетико-біохімічних систем.

У райдужної форелі (група 1) фактична кількість гетерозиготних генотипів (Go) переважала теоретично очікувану (Ge) за локусом СА (Go = 20, Ge = 14,644), Р<0,05; χ2=4,164. За іншими генетико-біохімічними системами спостерігався врівноважений стан між очікуваними і фактичними генотипами. 

Так, за локусами EST (Go = 20, Ge = 15,186; χ2 = 3,119); IDH (Go = 20, Ge = 15,254; χ2 = 3,004) та SOD (Go = 16, Ge = 15,186; χ2 = 0,089) спостерігалась статистично достовірна рівновага між кількістю виявлених і очікуваних гетерозиготних особин.

У райдужної форелі (група 2) переважання кількості фактичних гетерозиготних генотипів над теоретично очікуваними спостерігалося за локусами EST (Go = 19, Ge = 12,673; χ2=6,493) та СА (Go = 19, Ge = 12,673; χ2=6,493), Р<0,05. Досліджувані локуси SOD (Go = 14, Ge = 11,102; χ2 = 1,797) та IDH (Go = 13, Ge = 12,429; χ2 = 0,055) у райдужної форелі (група 2) перебували у врівноваженому стані.

У популяцій райдужної форелі визначали рівень гетерозиготності за кожним локусом і рівень середньої гетерозиготності. В групі 1 спостерігалась статистично достовірна перевага фактичного рівня гетерозиготності (Нo) над очікуваним (Нe) за локусом СА (Нo – 66,7 %, Нe – 48 %), Р<0,05). Рівень середньої гетерозиготності при цьому становив Нo  – 0,633±0,033, Нe  – 0,494±0,005.
У райдужної форелі (група 2) фактичний рівень гетерозиготності переважав очікуваний за локусами EST і СА (Нo – 76 %, Нe – 49,7 %), Р<0,05. У даній популяції риб відмічалося переважання значення виявленого рівня середньої гетерозиготності над теоретично розрахованим: Нo – 0,650±0,064, Нe – 0,479±0,015.

Таким чином, у райдужної форелі проведено аналіз генетичної структури популяції за генетико-біохімічними маркерами – локусами EST, СA, IDH, SOD; виявлено особливості розподілу алельних і генотипових варіантів досліджуваних локусів, проведено оцінку груп за рівнем генетичної мінливості. Використана методика надає можливість використання оптимальних молекулярно-генетичних маркерів для послідуючих популяційно-генетичних досліджень райдужної форелі.
7. ЦИТОГЕНЕТИЧНИЙ АНАЛІЗ РІВНЯ СОМАТИЧНОГО МУТАГЕНЕЗУ ЦІННИХ ВИДІВ РИБ
Аналіз специфіки формування цитогенетичних показників здійснювався на групах статевозрілих веслоносів, вирощених в умовах ставів ДПДГ “Нивка” Київської обл. та РГ “Гірський Тікич” Черкаської обл. 
Кровотворна система риб дуже чутлива до змін стану водного середовища, тому мікроядерний тест в клітинах периферійної крові веслоноса є чутливим методом оцінки сумарної дії токсикантів на структуру хромосом і  дає можливість виявити геномні мутації у конкретної особини та популяції вцілому.
У мазках крові веслоноса ядерні еритроцити були відносно невеликого розміру з щільними, компактними ядрами овальної форми та яскраво вираженою цитоплазмою. Дана особливість дозволила легко їх відрізняти від лімфоцитів і виконувати підрахунок мікроядер окремо для кожної групи клітин. При дослідженні клітин периферійної крові веслоноса були враховані  наступні  цитогенетичні показники: еритроцити з мікроядрами (ЕМЯ), лімфоцити з мікроядрами (ЛМЯ),  двоядерні лімфоцити (ДЯЛ) та апоптоз (рис. 1).
З метою встановлення сезонної динаміки рівня соматичного мутагенезу та оцінки інформативності різних цитогенетичних показників дестабілізації хромосомного апарату риб, було виконано порівняльний аналіз частот еритроцитів з мікроядрами, лімфоцитів з мікроядрами та двоядерних лімфоцитів периферійної крові груп веслоноса, вирощених в господарстві ДПДГ “Нивка”  Київської обл., але відібраних в різні періоди року (липень, вересень та листопад).
Результати досліджень груп веслоноса, які належали до одного племінного стада, але були відібрані в різні періоди, продемонстрували сезонну мінливість рівня цитогенетичних порушень.
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Рис. 1. Цитогенетичні показники клітин периферійної крові веслоноса

Виявлено, що вищі значення частот еритроцитів з мікроядрами (2,7±0,3‰) та двоядерних лімфоцитів (1,6±0,5‰) у групі веслоноса, відібраного в літній період. Частота лімфоцитів з мікроядрами (1,3±0,4‰) вища у групі веслоноса, відібраного в листопаді. Найвищі значення частот апоптозів виявилися у групі веслоноса, проби крові якого відбирали в літній період (1,7±0,2‰). 
Аналогічний цитогенетичний аналіз було виконано в групі веслоноса, відібраного в листопаді у господарстві “Гірський Тікич” Черкаської обл. Досліджувана група характеризувалася відносно підвищеними значенням частот ЕМЯ (2,8±0,4‰), не високою частотою ЛМЯ (1,0±0,3‰), ДЛ (1,8±0,5‰), але в той же час низькими значеннями апоптозів (0,8±0,5‰). Оскільки у деяких особин апоптичних клітин взагалі не було виявлено, існує припущення, що у досліджуваних особин мутантні еритроцити та лімфоцити не елімінувалися даним шляхом.
Статистично вірогідні відмінності спостерігали за частотою ЕМЯ (Р<0,001) між групами, відібраними у липні та вересні, та ЕМЯ (Р<0,005) між групами, відібраними у вересні та листопаді, що на нашу думку пов’язано зі змінами кисневого режиму та температури води у нагульному ставі протягом літа та осені. Група веслоноса, відібрана у липні, характеризувалась найвищим рівнем ЕМЯ (2,7±0,3‰) та ДЛ (1,6±0,5‰), що на нашу думку, може бути пов’язано зі зниженням рівня розчиненого кисню у воді та накопиченням мутагенів.
Для оцінки гетерогенності племінних стад веслоноса за рівнем цитогенетичних показників було виконано порівняльний аналіз одновікових груп веслоноса, відібраних одночасно (листопад) у ДПДГ “Нивка”  Київської обл. та РГ “Гірський Тікич” Черкаської обл. В результаті досліджень виявлено, що групи веслоноса двох господарств характеризувались різним рівнем за всіма цитогенетичними показниками, проте статистично вірогідні відмінності (Р<0,005) зафіксовано за частотою ЕМЯ в ДПДГ “Нивка” (2,0±0,2‰) та РГ “Гірський Тікич” (2,8±0,3‰). 

Аналіз рівня цитогенетичних показників у стад райдужної форелі. На сьогоднішній день в Україні активно розвивається форелівництво, основним об’єктом якого є райдужна форель (Oncorhynchus mykiss). Для встановлення рівня геномних порушень райдужної форелі було виконано цитогенетичний аналіз даних риб, вирощених в умовах залізобетонних басейнів ТОВ “Ішхан” Чернівецької обл. Мікроядерний тест та аналіз частот апоптозів виконували в клітинах периферійної крові райдужної форелі, відібраної в липні 2013 року.  Результати цитогенетичного аналізу показали, що досліджувана група райдужної форелі характеризувалась відносно не високим рівнем еритроцитів з мікроядрами (1,7±0,2‰), лімфоцитів з мікроядрами (1,0±0,2‰) та двуядерних лімфоцитів (0,7±0,2‰), що свідчить про сприятливі умови розведення в даному господарстві. В свою чергу, підвищений рівень апоптозів (3,1±0,2‰) в групі райдужної форелі може бути результатом елімінації генетично дефектних клітин даним шляхом.
Перевірку інформативності цитогенетичних маркерів для оцінки видоспецифічної гетерогенності виконували на прикладі племінних стад веслоноса ДПДГ “Нивка” Київської обл. та райдужної форелі ТОВ “Ішхан” Чернівецької обл., відібраних в липні. Встановлено, що група веслоноса характеризувалась статистично вірогідно вищим рівнем цитогенетичних показників за частотою ЕМЯ (Р<0,05) та ДЛ  (Р<0,05). За кількістю мікроядерних лімфоцитів групи практично не відрізнялись. В свою чергу, райдужна форель характеризувалась статистично вірогідно вищим рівнем апоптозів (Р<0,005), що можливо пояснюється елімінацією мутантних клітин у даних риб шляхом апоптозу. 

ЗАКЛЮЧЕННЯ

Генетичний поліморфізм проявляється на різних рівнях мінливості (організменному, клітинному, молекулярному), вивчення яких передбачає використання різних методичних підходів. У минулому столітті в їхній арсенал міцно увійшли біохімічні методи дослідження, застосування яких дало життя новому поняттю – «біохімічний поліморфізм». Всі види генетичного поліморфізму мають біохімічну основу, однак у вузькому розумінні цього поняття під біохімічним поліморфізмом мається на увазі наявність в одній і тій же популяції різних молекулярних форм білку. У багатьох природних популяціях біохімічний поліморфізм виявляють більше 30 % з числа вивчених генетичних локусів [9].

Поширення білкового поліморфізму в популяціях дозволило використовувати його варіанти в якості маркерів в різних генетичних дослідженнях. Проте в селекційній практиці застосування цих маркерів має обмежений характер, що обумовлено низьким ступенем біохімічного поліморфізму у багатьох сільськогосподарських тварин, в тому числі і риб. Обмеженість методу з використанням генетико-біохімічних маркерів обумовлена тим, що їх більшість представлені в популяції тільки двома-трьома варіантами і тому, як правило, не можуть повно відображати більш широкий поліморфізм зчеплених з ними генів, що беруть участь у формуванні кількісних ознак. Для ефективного використання в селекційній роботі з рибами необхідні генетичні маркери, представлені в популяції множинними алелями, причому для кожного виду бажано мати кілька поліморфних локусів.
Досліджено генетичну структуру груп цінних видів риб за генетико-біохімічними системами: у веслоноса – трансферину, альбуміну, естерази, малатдегідрогенази, малік-ензиму та карбоангідрази; у райдужної форелі – трансферину, естерази, карбоангідрази, ізоцитратдегідрогенази, супероксиддисмутази. Виявлено видоспецифічні особливості веслоноса. Із розглянутих генетико-біохімічних систем найбільш інформативними для виявлення міжгрупових відмінностей у веслоноса за генетичною структурою виявились ферменти MDH, ME, СA. Отримані дані дозволяли припустити, що оцінка поліморфізму саме цих систем може сприяти об’єктивному контролю ступеню інбредності груп риб, а також змін їх генетичної структури в поколіннях і в різних умовах відтворення. У райдужної форелі виявлено особливості розподілу алельних і генотипових варіантів досліджуваних локусів, проведено оцінку груп за рівнем генетичної мінливості. Використана методика надає можливість використання оптимальних молекулярно-генетичних маркерів для популяційно-генетичних досліджень цінних видів риб.
В результаті проведеного цитогенетичного аналізу встановлено, що для об’єктивної оцінки гетерогенності племінних стад веслоноса та райдужної форелі необхідно враховувати порушення в клітинах, як еритроцитарного, так і лейкоцитарного рядів. При дослідженні племінних стад веслоноса виявлено сезонну мінливість рівня цитогенетичних порушень. Статистично вірогідні відмінності спостерігали за частотою ЕМЯ (Р<0,001) між групами, відібраними у липні та вересні, та ЕМЯ (Р<0,005) між групами, відібраними у вересні та листопаді, що на нашу думку пов’язано зі змінами гідрохімічного стану та температурних режимів води у нагульному ставі протягом літа та осені.
Аналіз літературних даних та результати наших досліджень дали можливість зробити висновок про те, що поліморфізм за генетико-біохімічними маркерами у цінних видів риб має складну структуру і є не повністю вивченим. Запропоновані методичні рекомендації дають можливісь проведення дослідницьких робіт, котрі передбачають комплексну оцінку за використання генетико-біохімічних систем та цитогенетичного аналізу цінних видів риб.
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