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ВСТУП

Стабільний стан популяцій риб значною мірою залежить від їх генетичної структури. В свою чергу, структура, особливості функціонування і розвитку визначаються специфічністю кожної особини та адаптацією до конкретних умов існування. На сучасному етапі розвитку вітчизняного рибництва постає потреба пошуку нових екологічно-виправданих підходів ведення рибного господарства, оскільки погіршення умов навколишнього середовища та інтенсифікаційні заходи в господарствах призводять до накопичення у водоймах мутагенів, які викликають різні типи мутацій у риб.

До недавнього часу питання генетики популяцій риб розроблялися лише фрагментарно на окремих видах риб, однак в останні роки завдяки успіхам молекулярної та біохімічної генетики відбулися різкі зміни: практично у всіх економічно цінних видів риб відкриті і досліджені поліморфні системи крові і різних білків, що дало можливість впритул підійти до вирішення багатьох актуальних питань популяційної біології риб з позицій і методів генетики. Результати досліджень популяційної організації риб і виникають у цьому напрямку. Дослідження молекулярно-генетичного поліморфізму, як структурних генів, так і ДНК-маркерів у різних видів риб необхідне для вирішення питань накопичення в популяціях гетерозиготності та змінення консолідації окремих груп і за використання генетичних методів сучасної молекулярної генетики вони набувають особливої актуальності. 

Необхідність впровадження генетичного моніторингу в системі селекційно-племінної роботи вимагає проведення популяційно-генетичних досліджень та розробки стратегій і проведення заходів щодо збереження біологічного різноманіття коропових риб, які неможливі без відомостей про їх генетичну структуру.

Проведення аналізу генетичної структури популяцій коропових риб дає змогу вивчити генетичний поліморфізм та рівень гетерогенності за окремими маркерами, проводити цитогенетичний, біохімічний, молекулярно-генетичний аналіз племінного матеріалу з метою виявлення та збереження кращих генетичних ресурсів для подальшого їхнього використання. 
В останні роки у селекційно – племінній галузі тваринництва для встановлення особливостей генетичної структури груп риб все частіше використовують високополіморфні молекулярно-генетичні маркерні системи. Популярність цих методів обумовлена, насамперед, можливістю проведення адекватного оцінювання як міжпородної, так і внутрішньопородної мінливості досліджуваних тварин. Саме застосування у дослідженнях максимальної кількості маркерів при жорсткому відборі особин є основним шляхом для вивчення можливих взаємозв’язків між різними морфофізіологічними системами на біохімічному рівні.

Зокрема, важливу роль у розвитку нових селекційних підходів відіграє аналіз генетичної структури за розподілом алелей та генотипів окремих локусів. Кількісні показники поліморфних особливостей у досліджуваних біохімічних системах не лише несуть додаткову інформацію про індивідуальні особливості генотипу тварин, а й можуть стати суттєвим фактором при оцінці внутрішньопородних взаємовідносин груп риб, що є важливим для розвитку селекційно-племінної справи у рибництві.

1. Молекулярно-генетичні маркери в теорії і практиці аквакультури

Використання у сільському господарстві тільки невеликої частини генофонду риб окремих видів, послідовне зниження внутрішньовидового генетичного різноманіття, а також поширення захворювань, відсутність аналізу генетичної структури негативно впливає на використання маркерних генів у практиці. Так само як і будь-який інший напрям біології, генетичне маркування пройшло свій логічний історичний шлях, починаючи від фенотипових ознак з моногенним успадкуванням, через послідовне наближення до безпосереднього маркування генетичного матеріалу – через імунологічні, біохімічні маркери до маркерів власне ДНК, які необхідні для розроблення методів охорони і відтворення запасів промислових риб – як морських, так і прісноводних. Всі методи генетичної маркування у жодному випадку не замінюють один одного, а тільки доповнюють.
Дослідження молекулярно-генетичного поліморфізму, як структурних генів, так і окремих анонімних локусів ДНК у різних видів сільськогосподарських тварин необхідне для вирішення питань накопичення в популяціях тварин гетерозиготності та змінення консолідації окремих груп або порід. Ці маркери дають можливість проведення моніторингу при селекційній роботі з новими типами та лініями. Вивчення генетичної структури порід та породних груп різних видів, в тому числі і риб, дозволяє виявляти породо- і екологоспецифічні характеристики генофондів і досліджувати механізми їх утворення, особливості дрейфу генів від предкового генофонду до існуючої конкретної породи, впливу на нього екологічних умов її відтворення.
Слід сказати, що дослідженнями доведено, що будь-яка жива клітина, у тому числі і клітина людського організму, є цілісною системою, складові елементи якої виявляють тісну взаємодію між собою і навколишнім середовищем, яке справляє величезний вплив на гени. Тому розрізняють два поняття: генотип – комплекс всіх спадкових факторів – генів, що отримані нащадками від батьків, і фенотип  – сукупність ознак, що виникають при взаємодії генотипу і зовнішнього середовища. Отже, у формуванні фенотипу важливі як генотип, так і зовнішнє середовище, в якому відбувається розвиток особини. Без цієї взаємодії неможливе було б життя, пов’язане з реалізацією генетичної інформації, яка відтворюється через нуклеїнові кислоти.
Виведення нових порід і породних груп сільськогосподарських видів основане на використанні природної або створеної людиною генетичної різноманітності. Для виявлення, оцінки і охорони цієї різноманітності, відбору особин з господарсько-цінними ознаками, і відслідковування цих ознак в процесі розведення і селекції використовують фенотипові прояви генів, які легко розпізнаються – маркери. Поліморфізм таких маркерів відображає поліморфізм самого гену, що визначає конкретну господарсько-цінну ознаку, а також його найближчих сусідів по хромосомі. Тобто, в якості генетичного маркера виявленої мінливості фенотипової ознаки можуть бути використані не лише структурні гени, що прямо беруть участь в його формуванні, але і розташовані поряд з ними нуклеотидні послідовності. 
Необхідною передумовою для використання генетичних маркерів є генетичний поліморфізм, який лежить в основі спадкової мінливості всіх ознак організму. Говорячи про генетичний поліморфізм, потрібно зважати на конкретний локус, який представлений щонайменше двома формами прояву – алелями [1].
Генетичний поліморфізм може бути виявлений на фенотиповому, біохімічному, хромосомному, молекулярному і генному рівнях. У разі молекулярно-генетичного поліморфізму йдеться про зміни в структурі ДНК, що зумовлені різними типами мутацій: поодинокими нуклеотидними замінами, делеціями і інсерціями від меншого до більшого числа нуклеотидів.
Генетичний поліморфізм, який виявляється за допомогою молекулярних маркерів, є центральною ланкою в сучасному генетичному аналізі. Як правило, всередині кожного типу молекулярно-генетичних маркерів окремі локуси суттєво відрізняються один від одного за поліморфізмом, складністю й відтворюваністю їх виявлення. Вирішення кожного конкретного завдання вимагає підбору оптимальних молекулярно-генетичних маркерів. Методи молекулярно-генетичного маркування на основі ретротранспозонів на цей час є ефективними інструментами в дослідженні генетичного поліморфізму тварин.
Давно вживані морфологічні і біохімічні маркери вказують на особливості форми, забарвлення або біохімічний склад тварин. Число подібних маркерів невелике, до того ж полігенна природа багатьох фенотипових ознак обмежує можливості генетичного картування господарсько важливих генів і контролю за перенесенням цих генів в нові форми. Використання білкових молекул (ізоферменти, запасні білки і т.п.) як фенотипових маркерів – продуктів індивідуальних генів – істотно розширює можливості картування генів і їх моніторингу в селекційному процесі і дозволило створити нові методи ідентифікації і систематизації порід тварин [2].
Молекулярні маркери – надзвичайно ефективний інструмент генетичних досліджень і є важливим у вивченні природи локусів кількісних ознак (QTL), картування генів, а також у розробці методів перенесення коадаптованих генів в інші форми. Проте практичне застосування молекулярних маркерів для створення нових високопродуктивних і екологічно пластичних порід і породних груп сільськогосподарських видів поки що дуже відстає від потенційних можливостей зазначених методів. Цей розрив пов’язаний з відносно високими первинними витратами на устаткування молекулярно-генетичних лабораторій і недостатньою технологізацією методів, більшість з яких надійні лише в руках висококваліфікованих фахівців. Важливим фактором став і певний консерватизм потенційних споживачів результатів маркерного аналізу – селекціонерів. У міру спрощення і автоматизації багатьох методів молекулярно-генетичного аналізу зникають технічні перешкоди на шляху впровадження молекулярних маркерів в практику селекції і розведення, проте потрібно набагато більше часу, щоб подолати недовіру тих, хто в майбутньому більше всіх виграє від практичного використання цих методів.
Основні завдання в дослідженнях полігенної основи реалізації господарсько-цінних ознак с.-г. тварин пов’язані з необхідністю підбору оптимальних типів молекулярно-генетичних маркерів (МГМ|): 
1) ідентифікація порід| і породних| груп| тварин;   
2) оцінка їх генеалогічних зв’язків; 
3) пошук МГМ|, що асоціюються з бажаними ознаками, які піддаються дії чинників штучного і природного відбору.
Перевага класичних методів аналізу фенотипової різноманітності полягає в тому, що вони засновані на прямій оцінці ознак, важливих для селекціонера [3]. Їх складно поліпшити або замінити експрес-методами. Проте більшість господарсько-цінних ознак залишаються недостатньо дослідженими відносно генів, що детермінують їх розвиток. Для цієї мети широко використовуються методи молекулярної генетики.
Відкриття значного поліморфізму макромолекул, і в першу чергу білків, привело до виникнення якісно нових можливостей для вивчення генетичних процесів в природних популяціях і вирішення на новому рівні ряду завдань в тваринництві та селекції.
За останні роки накопичилася велика кількість даних про ефективність використання МГМ на рівні як білків, так і ДНК, РНК, для вирішення багатьох завдань генетики, селекції, збереження біологічної різноманітності, вивчення механізмів еволюції, картування хромосом, а також для племінної справи [4]. Поза сумнівом, у вирішенні цих задач важлива роль належить МГМ. Використовувані маркери повинні мати певні властивості і відповідати ряду вимог: 
1) доступність фенотипових проявів алельних варіантів для ідентифікації у різних особин;
2) відмінності алельних замін в одному локусі від таких в інших локусах;
3) доступність частини алельних замін в кожному локусі|, що вивчається, для ідентифікації;
4) локуси|, що вивчаються, повинні представляти випадкову вибірку генів відносно їх фізіологічних ефектів і ступеню мінливості;
5) рівномірність по локалізації за розподілом в геномі; 
6) повинні легко виявлятися, відтворюватись і бути дешевими; 
7) можливість автоматизації виявлення; 
8) відносна нейтральність.
Очевидно, що не існує такого стандартного набору маркерів, який відповідав би всім цим вимогам. Як правило, найширше для опису генофондів використовують: 
а) поліморфізм білків, зокрема електрофоретичні варіанти білків або ізоферментів;| 
б) ДНК-поліморфізм, що виявляється за допомогою гібридизації по Саузерну (ПДРФ) або за допомогою полімеразної| ланцюгової реакції – ПЛР (ПЛР мікросателітних локусів – SSRP і ПЛР анонімних послідовностей ДНК – RAPD, ISSR, AFLP).
Найбільш використовувані МГМ умовно можна підрозділити на наступні типи: 
- маркери ділянок структурних генів, що кодують амінокислотні послідовності білків (електрофоретичні| варіанти білків); 
- маркери некодуючих ділянок структурних генів; 
- маркери різних послідовностей ДНК, відношення якої до структурних генів, як правило, невідоме – розподіл коротких повторів по геному (RAPD, Randomly Amplified Polymorphic DNA – випадково ампліфікована| поліморфна ДНК; ISSR – інвертовані повтори; AFLP – поліморфізм в сайтах рестрикції) і мікросателітні локуси (тандемні повтори з довжиною в 2-6 нуклеотидів).
Більш того, потрібний трудомісткий за витратами аналіз продуктивності і інших кількісних ознак протягом тривалого періоду в різних еколого-географічних зонах для того, щоб визначити адаптивну значимість різних поєднань генів. Очевидно, що ефективність такого маркування суттєво залежатиме від використовуваного типу МГМ, оскільки поліморфізм структурних генів, різних їх внутрішніх ділянок, анонімних послідовностей ДНК може істотно відрізнятися як за механізмами виникнення, частотою мутаційних подій, так і за постійністю генетичного зчеплення в потомстві між різними типами МГМ і ознаками, що маркуються ними. Число ДНК-маркерів у багато разів перевершує потенціал ізоферментів або білків. Крім того, прояв таких молекулярних маркерів часто буває нейтральний по відношенню до фенотипу, не тканиноспецифічний і виявляється на будь-якій стадії розвитку організму. Тому поява ДНК-маркерів радикально змінила методи оцінки генетичної різноманітності, паспортизації і класифікації порід, картування і визначення фізичної природи генів, інтрогресії нових генів і генетичного моніторингу в селекції та розведенні.
Проте, цей новий напрям мав величезний вплив не тільки на традиційні напрями в біології, але і розширив кількість видів, які залучалися до генетичних досліджень, а також різних генетичних систем. Методи біохімічної генетики дозволили отримувати інформацію про генні продукти на будь-якому рівні – від молекулярного до видового. Дослідження проводилися та ведуться в найрізноманітніших і різнопланових напрямах – вивчається онтогенез, зчеплення і хромосомна локалізація генів, тканинна і внутрішньоклітинна специфічність їх експресії, роль взаємодії алельних і неалельних генів, вплив на генетичну структуру популяції різних форм відбору. Генетика поліморфних білків знаходить своє застосування в еволюційній і генетиці популяцій [5].
Використання ізоферментів як генетичних маркерів набуває особливої важливості у зв’язку з необхідністю контролю генетичних процесів при створенні складних, багатокомпонентних синтетичних порід тварин [3]. Створення генофондів порід включає цілий ряд етапів, на кожному з яких необхідне використання генетичних маркерів, починаючи з оцінки генетичної мінливості батьківських форм, змін генних частот в кожному поколінні до оцінки генетичної різноманітності кінцевих форм і оцінки ступеню їх консолідації.
Важливу роль генетичні маркери відіграють в розробці методів вивчення генетичної детермінації полігенних ознак, до яких відносяться більшість фенотипових ознак. Крім того, що ізоферменти можуть бути використані для збільшення ефективності відбору за кількісними ознаками, використання їх в цьому напрямі дозволяє вивчати складність і своєрідність генетичної детермінації кількісних ознак.
Генетика ізоферментів інтенсивно розвивається в декількох напрямах. Наприклад, проводиться пошук закономірностей функціонування генів в онтогенезі, вивчається роль ізоферментів при проходженні морфогенетичних процесів, клітинній диференціації, виявляються генетичні механізми регуляції експресії спектру ізоферментів і рівень їх використання, аналізується роль ізоферментів в регуляції процесів метаболізму. Як приклад такого аналізу, можна привести результати вивчення ізоферментів лактатдегідрогенази. Проведені дослідження показали певну послідовність активації генів в ембріогенезі, відмінність їх експресії в спеціалізованих тканинах і органах [5].

Очевидно, що в збереженні генофондів локальних порід першим принципово необхідним етапом є виявлення породоспецифічних особливостей їхньої генетичної структури. Із цією метою широко використовувалися і використовуються різні покоління МГМ, що послідовно виникають у процесі розвитку молекулярної генетики. Результативність використання різних типів молекулярно-генетичних маркерів визначається не їхньою новизною, а відповідністю поставленим завданням. Тобто, перед застосуванням тих або інших варіантів молекулярно-генетичних маркерів необхідно спеціально досліджувати коректність їх використання для вирішення конкретних завдань.
Таким чином, при роботі із породами та породними групами коропа постає завдання порівняльної характеристики та ідентифікації порід, ліній і стад різних рибогосподарств. Характеристика породних груп ставових риб методами генетики дозволяє виявляти шляхи їх походження, визначати ступінь їх генетичної подібності та величину інбридингу, а також відкриває перспективу вивчення еволюційно-генетичних закономірностей та механізмів процесу одомашнення риб.
2.  ГЕНЕТИКО-БІОХІМІЧНІ СИСТЕМИ
У ставовому рибництві питання продуктивності, консолідації і пластичності українських порід коропа успішно вирішуються шляхом створення структури на основі внутрішньопородних типів, які відрізняються генезисом, гетерогенністю і мінливістю за деякими біологічними і господарсько-цінними ознаками. В основу прогресивного розвитку українських порід коропа закладено принципи генетичного і екологічного розмежування їх на внутрішньопородні і зональні типи, що дозволяє не тільки зберігати продуктивність на високому рівні, але і значно її удосконалювати [6].
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 [7].
Одними з ефективних селекційних підходів сьогодення вважаються методики, результатом яких є інформація про генетичну структуру популяції. Після відкриття електрофоретичного способу розділення ізоалельних форм білків, було одержано значну кількість результатів про їх мінливість у риб на генетичному рівні. Поліморфізм притаманний зокрема білковим молекулам м’язів та крові, а також переважній більшості основних ферментів організму [8]. 

За використання методів біохімічної генетики стала реальною можливість кількісної оцінки електрофоретичної рухливості білків. Найвагомішим аспектом таких підходів є відповідність гену, що кодує даний білок, та його продукт, який може бути ідентифікований електрофоретичним шляхом, тобто – відповідність фенотипу і генотипу. На основі принципу близькості гену і ознаки базуються головні генетичні положення популяційної динаміки, які дозволяють вирішувати практичні питання вітчизняного рибництва [9]. 
Ізоферменти як генотипові маркери відіграють важливу роль в контролі перенесення генетичного матеріалу. Будь-які маніпуляції з генетичним матеріалом, починаючи від злиття протопластів у рослин і до перенесення окремих геномів і хромосом, потребують контролю ефективності інтродукції генетичного матеріалу, для чого з високою ефективністю застосовуються різні ізоферменти [10].

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. Спроби прискорити селекційний процес включенням в роботу простих біохімічних ознак тварин, так як і простих генетичних систем, які пов’язані із складними ознаками продуктивності, беруть свій початок ще з робіт М.М. Кольцова і отримали своє теоретичне обґрунтування в працях О.С. Серебровського [11].
Найцікавішими і перспективнішими сферами застосування даних про мінливість ізоферментів| і інших поліморфних білків є еволюційна генетика та генетика популяцій. Можна виділити декілька напрямів: оцінка внутрі- і міжвидової генетичної мінливості, виявлення зв’язків філогенезу між різними таксономічними групами, оцінка кількості генетичних змін при видоутворенні, дослідження генетичних основ мікроеволюційних процесів, виявлення розмаху і механізмів підтримки генетичної мінливості.

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 [1, 12]. В якості маркерів використовують алелі різних поліморфних білків. Різні білки у риб відрізняються різним рівнем мінливості. До числа найбільш мінливих відносяться трансферин і альбумін сироватки крові та різноманітні естерази. Висока гетерогенність лактатдегідрогенази (LDH) забезпечується наявністю в геномі декількох локусів цього ферменту і, крім того, поліморфізмом за окремими локусами, характерними для певних видів [1]. 

Дослідження поліморфних білкових систем риб важливо для вирішення багатьох теоретичних і практичних проблем, пов’язаних з раціональною організацією рибного господарства. Біохімічні маркери використовуються для розподілу внутрішньовидової і внутрішньопопуляційної структури [13]. 
На відміну від теплокровних тварин, розведення риб досить специфічне, що обумовлено їх видовою різноманітністю, яка поєднується з виключно високою значимістю абіотичних, біотичних факторів. На жаль, об’єктивна реальність свідчить про те, що інтенсивність впливу антропогенних факторів зберігає тенденцію до підвищення, що обумовлено нарощенням господарської діяльності людини. Змінюються гідрологічний режим, фізико-хімічні показники континентальних і морських вод, що негативно впливає на видовий склад, чисельність і біомасу гідробіонтів, зокрема риби. Зважаючи на специфічність особливостей розмноження кожного виду, необхідно розглянути цей процес в адаптаційному плані [14].
Дослідники вказують, що ставові риби відрізняються від інших тварин великою плодючістю і деякими особливостями розмноження, внаслідок чого у молодому віці їх нащадки не можуть бути індивідуально ідентифіковані і помічені. Тому саме застосування білкових генетичних маркерів відкриває можливості для генетичного аналізу продукційних ознак шляхом конструкції комплексних сімейних структур (схрещування, напівсибси і сибси), контроль чистоти лінії.

Роботи з біохімічної генетики риб мають важливе практичне значення. Вони необхідні для розроблення методів охорони і відтворення запасів риб – як морських, так і прісноводних. В селекційній практиці алелі білкових локусів використовуються для маркування порід і племінних груп риб, для аналізу інбридингу та інших процесів, які відбуваються в популяціях одомашнених видів риб, для швидкого накопичення даних з приватної генетики об’єктів селекції. Найважливішими є дослідження з біохімічної генетики коропа, з метою аналізу генетичної будови популяцій, з проблеми регуляції дії генів в онтогенезі і по виявленню природи біохімічного поліморфізму.

Трансферин (TF). Найбільш вивченою є β-глобулінова фракція трансферину, яка приймає активну участь у розподілі і 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 [3].

НАД-залежна малатдегідрогеназа (MDH, КФ 1.1.1.37) (L-малат: НАД+оксидоредуктаза) забезпечує перебіг важливого метаболічного процесу – циклу трикарбонових кислот. MDH регулює рівень окисно-відновного потенціалу клітини – важливого фактору клітинного гомеостазу. 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. MDH є димером [1, 3].
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 [1, 3].

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. Альбуміни виконують транспортну функцію, переносячи органічні сполуки в тканини, є джерелом азоту для побудови білків [1, 3].
Гемоглобін (НВ) не тільки переносить кисень від легенів до периферичних тканин, але й прискорює транспорт вуглекислого газу (СО2) від тканин до легенів. Гемоглобін зв'язує вуглекислий газ зразу після вивільнення кисню; близько 15 % СО2, що присутній у крові, переноситься молекулами гемоглобіну [1, 3]. Гемоглобін міститься в еритроцитах хребетних і виконує дві важливі біологічні функції: 
1) переносить кисень з легенів до перифе ричних тканин; 
2) переносить СО2 і протони від периферичних тканин до дихальних органів для подальшого виведення з організму.

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 [1, 3].
3. ДНК-МАРКЕРИ ТА МЕТОДИ ЇХ ІДЕНТИФІКАЦІЇ У СУЧАСНОМУ РИБНИЦТВІ
Для підтримання оптимальних характеристик породи або внутрішньопородних типів об’єктів культивування слід оперувати інформацією про генетичну структуру локальних племінних груп риб. Очевидно, що аналіз рівня внутрішньовидової поліморфності на рівні породи, популяції, стада чи окремих особин найбільш ефективно може виконуватись з використанням молекулярно–генетичних маркерів, а саме ДНК-маркерів [14]. 

Основні типи ДНК маркерів це :
Мікросателіти- (SSR – Simple Sequence Repeats; STR–Shot Tandem Repeat; STMS–Sequence Tagged Microssattelite Site) [15, 16], це тандемні послідовності, що повторюються. Такі повторювані послідовності ДНК притаманні не лише еукаріотам, а й прокаріотам. Просторове розміщення мікросателітів – тандемне, довжина незначна (зазвичай від 2 до 6 нуклеотидів). Тандемні повторювані послідовності довжиною більш як 10 нуклеотидів називають мінісателітами: їх також застосовують у генетиці риб, однак мікросателіти вважаються більш характеристичними МГМ [17]. Ареал виникнення мікросателітів у геномі достатньо широкий: їх знайдено на транскрибованих і не транскрибованих ділянках ДНК, у складі кодуючих та некодуючих послідовностей. Первинною причиною появи мікросателітів вважається злипання двох коротких повторів. У стані in vitro частота таких процесів виростає в декілька раз, однак клітинні репараційні системи активно усувають більшість подібних помилок реплікації. Структурно мікросателіти можуть являти собою як однорідні, так і різнотипні послідовності. Також відомий варіант коли мікросателіти містять вставні послідовності (так звані спейсери) між типовими повторами [18, 19]. Мікросателіти часто виявляються локусами, здатними до швидких мутацій, що дозволяє ефективно використовувати їх для виявлення розбіжностей між спорідненими популяціями риб. Дослідження достатньої кількості мікросателітних локусів та кількості повторів у них дозволяє отримати унікальну інформацію про генетичну структуру на рівні особини, визначити число алельних варіантів та частоти алелів у популяціях, вивчити спадкові зв’язки між особинами [20, 21].
 ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Reapeats) -  маркери, що дозволяють ампліфікувати фрагменти ДНК, які перебувають між двома досить близько розташованими мікросателітними послідовностями. В результаті ампліфікації мультилокусні спектри, представлені на електрофореграмі, нараховують 10-60 смуг. До основних властивостей ISSR-маркерів відноситься: відносно висока точність та поліпшена відтворюваність. Отримані ПЛР-продукти є видоспецифічними. Виявлення поліморфізму методом ISSR-PCR дозволяє встановити певну специфічність спектру ампліконів, в залежності від досліджуваного праймеру. Виявлені послідовності ДНК можуть бути частиною так званих геноспецифічних локусів, що, в свою чергу, відкриває перспективи для пошуку кореляцій з кількісними і якісними ознаками. [22].
Основні методи ідентифікації ДНК маркерів. Для більшості методів ідентифікації алельних варіантів МГМ первинним етапом є специфічна ПЛР–ампліфікація ділянок ДНК, які містять ці маркери. Сьогодні існує велика кількість методів детекції МГМ та щороку з’являються альтернативні версії, однак всі вони мають певні недоліки та жоден не може претендувати на універсальність [23].

Електрофоретичні методи. До ПЛР–продуктів застосовують електрофорез у поліакриламідному гелі з подальшим фарбуванням. У результаті одержують електрофореграми високої роздільної здатності. У гелі можна електрофоретично розділити ДНК–молекули, які відрізняються за довжиною. Як альтернативні модифікації також застосовують капілярний електрофорез. Детектування електрофоретичного піку може бути встановлено і шляхом флуоресцентного аналізу – для цього у ПЛР–реакції застосовують флуоресцентно мічені праймери [24].

Алельспецифічна ПЛР (AS–PCR). В основі методу лежить різна ефективність елонгації праймерів у залежності від наявності комплементарності їх 3’–кінця до ДНК–матриці: праймування цілком комплементарним олігонуклеотидом надає елонгацію у 100–1000 разів ефективнішу, ніж у випадку часткової комплементарності 3’–кінця праймера.

На практиці метод застосовується з використанням трьох праймерів: два з них є цілком комплементарними до молекули ДНК, яка відповідає одному з алелів, третій праймуючий олігонуклеотид – зворотній [25, 26]. Паралельно з AS–PCR встановлення наявності алельспецифічного продукту використовуються методи флуоресцентної спектроскопії.

Секвенування продуктів ПЛР. Метод використовується для виявлення поліморфних маркерів. Для безпосереднього секвенування використовують ПЛР–продукти, одержані з локусів геномної ДНК досліджуваної особини. Даний підхід є найбільш ефективним при дослідженні однонуклеотидних поліморфізмів. У випадку розміщення маркера на аутосомі не виключається поява двох алельних варіантів у індивідуальному зразку. Метод передбачає використання спектрального аналізу. При секвенуванні ампліфікованої матриці ДНК гомозиготних клітин на спектрі флуоресценції поліморфний локус визначають за наявністю одного піку на спектрі, при аналогічних дослідженнях гетерозиготних клітин спостерігається два накладених піки. Незважаючи на те, що метод секвенування вважається досить точним, на практиці складно зробити чіткий висновок про наявність поліморфності SNP лише за флуоресцентним сигналом. Проблему можливої наявності декількох алельних варіантів у локусах зразка, який містить indel або STR, можна усунути попереднім клонуванням продуктів ПЛР у склад плазміди бактеріальної клітини. Такий шлях гарантує майже 100 % гомогенність подальшого сиквенсу, однак методика при цьому суттєво дорожчає і ускладнюється в практичному аспекті [27, 28].

4. МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ ПОЛІМОРФІЗМУ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНИХ МАРКЕРІВ
4.1. Генетико-біохімічні маркери
Метод вертикального електрофорезу в поліакриламідному гелі.

Дослідження поліморфізму білків та ферментів крові риб проводили за використання методу вертикального електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ) [29]. Для приготування ПААГ використовували розчини, наведені в таблиці 1.

Таблиця 1

Склад буферних розчинів для проведення вертикального поліакриламідного електрофорезу

	Назва
	Складові

	Електродний буфер

	Трис-гліциновий 

(рН = 8,3)
	Трис – 6,0 г

гліцин – 28,8 г

Н2О – до 1000 мл

	Гелеві розчини

	Буфер А

(рН= 8,9)
	трис – 36,6 г

1 N HCl – 48 мл

Н2О – до 100 мл

	Буфер Б

(рН= 6,7)
	трис – 6,0 г

1 N HCl – 48 мл

Н2О – до 100 мл

	Буфер В


	метиленбісакриламід – 0,8 г

акриламід – 28 г

Н2О – до 100 мл

	Буфер Г


	метиленбісакриламід – 2,5 г

акриламід – 10 г

Н2О – до 100 мл


Електрофоретичний аналіз базується на відмінності різних білків за молекулярною масою, структурою, формою молекул, і відповідно, різною швидкістю їх переміщення в однорідному електричному полі [30]. 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. 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 [13].

Метод горизонтального крохмального електрофорезу. 

Розділення ферментних фракцій проводили у 13–14 % гелевому блоці, для приготування якого використовували заздалегідь гідролізований крохмаль та буферні системи в залежності від досліджуваного білку (табл. 2).

Таблиця 2 

Буферні системи, використані для електрофоретичного розділення ферментів у крохмальному гелі
	Гелевий буфер
	Електродний буфер
	Досліджувані ферменти

	0,5 М ТЕБ pH=8,0

0,05 М трис

0,002 М ЕДТА

0,075 М Н3ВО3
	0,1 М Na-боратний буфер pH=8,6

0,1 M NaOH (4 г/л)

0,3 M H3BO3 (18,6 г/л)
	карбоангідраза

ізоцитратдегідрогеназа гемоглобін


Гель готували безпосередньо перед проведенням електрофорезу. Зразки вносили в лунки гелевої пластини за допомогою фільтрувального паперу (3 ММ) і проводили електрофорез у наступному режимі: 1 етап (концентрація білку) – 10 mA, 100–120 V; 2 етап (вихід зразків на 1,5–2 см від лунок гелю) – 15–20 mA, 120 V; 3 етап (завершення розділення білку) – 25 mA, 120 V. 

Після проведення електрофоретичного розділення білків, робили декілька поздовжніх зрізів гелю і кожен зріз фарбували залежно від поставлених завдань. Застосовували методи гістохімічного фарбування, які широко використовуються в генетиці ізоферментів [5] з власними модифікаціями.

Метод гістохімічного фарбування гелевих пластин. 

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 зберігаються, якщо дотримано умови, що попереджують їхню денатурацію. Гелевий блок інкубують за температури 37 °С у середовищі, в якому здійснюють гістохімічне виявлення ферменту. Середовище готують на буфері, що має рН, за якого активність ферменту є максимальною (табл. 3). 

Таблиця 3

Методи фарбування гелів

	Генетико-біохімічна система
	Склад
	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)
	1 М малат Na – 250 мкл,

НАД – 100 мкл

НСТ – 100 мкл

ФМС – 100 мкл
	0,1 М фосфатний буфер (рН=7,4)

інкубують при 37 °С 

	Гемоглобін (НВ)

	НАД –100 мкл

НСТ – 100 мкл

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

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)


Позначення локусів у таблиці 3 наведені у відповідності до рекомендацій з номенклатури генів, кодуючих білки у риб [31].

4.2. ДНК-дослідження
Ізоляція геномної ДНК із крові риб. 

Під час відбирання і пробопідготовки досліджуваного матеріалу дотримуються засобів безпеки, керуючись чинними правилами та інструкціями. Всі маніпуляції, пов’язані з пробопідготовкою, проводяться дозаторами змінних об’ємів (типу Eppendorf) з використанням одноразових поліпропіленових пробірок і наконечників з аерозольним бар’єром.

Відпрацьований одноразовий посуд (пробірки, наконечники) утилізують в спеціальні контейнери, які містять 10%-вий розчин хлорного вапна. Для проведення досліджень використовують кров риб, яку відбирають із хвостової вени в об’ємі 1 мл у пробірки з гепарином із розрахунку 25 МО на 1 мл крові. Матеріал від кожної особини відбирається одноразовим інструментом. Зразки крові доставляють в лабораторію, зберігаючи їх за температури +4 оС, у подальшому матеріал зберігається при -20 оС.

Виділення геномної ДНК проводиться за допомогою комерційних наборів («ДНК-сорб-Б», «GeneJET™ Whole Blood Genomic DNA Purification Kit») згідно рекомендацій виробника. У пробірки з 300 мкл лізуючого розчину вносять по 100 мкл цільної крові. Зразки ретельно перемішують на вортексі і прогрівають 5 хв при 65 оС. Якщо зразок не повністю лізувався, то проводять центрифугування впродовж 5 с за 5 тис. об/хв і використовують для виділення надосадову рідину. В кожну пробірку окремим наконечником додають по 25 мкл сорбенту, перемішують на вортексі і витримують 2 хв за кімнатної температури. Ще раз перемішують і витримують 5 хв. Центрифугують за 5 тис. об/хв упродовж 30 с. Супернатант видаляють, використовуючи вакуумний відсмоктувач і окремий наконечник для кожної проби. Осад ресуспендують в 300 мкл розчину для відмивання №1. Проводять центрифугування за 5 тис. об/хв упродовж 30 с, супернатант повністю видаляють. Осад ресуспендують в 500 мкл розчину для відмивання №2. Центрифугують за 10 тис. об/хв упродовж 30 с. Супернатант видаляють і повторюють процедуру відмивання. Сорбент підсушують впродовж 5–10 хв за 65 оС та ресуспендують в 50 мкл ТЕ-буферу для елюції ДНК. Інкубують впродовж 5 хв за 65 оС, періодично струшуючи на вортексі. Центрифугують за 12–14 тис. об/хв упродовж 3-5 хв. Супернатант, який містив ДНК, переносять в нові пробірки і використовують для проведення ПЛР. Концентрацію та чистоту препаратів ДНК перевіряють за допомогою спектрофотометра.

Спектрофотометричний аналіз виділеної ДНК. 

Концентрація ДНК визначається безпосередньо у водному розчині вимірюванням величини поглинання А (також визначається як оптична густина, OD) в ультрафіолетовому світлі. Згідно закону Беера-Ламберта існує лінійна залежність між поглинанням А і концентрацією макромолекул, яка описується наступною формулою: 

А = OD = ε 1 c

де ε – коефіцієнт молекулярної екстинкції, 

с – концентрація, 

l – довжина шляху проходження світла через кювету.

Концентрацію нуклеїнових кислот вимірюють за довжини хвилі 260 нм порівняно зі стандартним розчином.

Співвідношення А260/А280 використовується для визначення чистоти нуклеїнових кислот. Показником чистоти препарату виділеної ДНК є співвідношення, яке лежить в межах 1,8–2,0.

Для шляху проходження, що становить 1 см, і довжині хвилі 260 нм, поглинання А=1 відповідає приблизно 50 мкг/мл дволанцюгової ДНК. Якщо значення більше 2,0, то препарат ДНК забруднений сумішшю білків, а якщо менше 1,8 – сумішшю РНК. Спектрофотометричний аналіз виділеної ДНК проводять на приладі «BioPhotometr» (Eppendorf, Німеччина). За необхідністю доводять концентрацію виділеної ДНК до 50–100 нг/мкл.

Метод полімеразної ланцюгової реакції
Для проведення ПЛР аналізу використовують ампліфікатори “Eppendorf” та “Терцик”. Реакційна суміш об’ємом 25 мкл містить 100 нг геномної ДНК; 5пкМ кожного з праймерів; 0,67 мМ Тріс-HCl, pH 8,3; 17мМ (NH4)2SO4; 2,5 мМ MgCl2; 0,1 % Твін-20; 0,12 мг/мл БСА; 8 % гліцерину; 0,2 мМ дНТФ суміші та 0,2 од. Taq-полімерази («АмплиСенс», Росія). 

Умови ПЛР реакції для кожного з досліджуваних генів специфічні. Продукти ПЛР аналізують методом електрофорезу, який проводять у 2-3% агарозному гелі з використанням 1хТАЕ буфера (склад 50х: 242 г Тріс-основний; 57 мл льодяної оцтової кислоти; 100 мл 0,5 М ЕДТА, pH 8,0; Н2О до 1 л). Для цього використовують 5 мкл ПЛР-суміші, яку змішують з 45 мкл буферу для нанесення проб (14 % Ficoll-400; 0,02 М Na3ЕДТА (рН 8,0); 0,15 % ксиленціанол). Розмір отриманих фрагментів ДНК оцінюють за маркером молекулярних мас. Візуалізацію молекул ДНК здійснюють в ультрафіолетовому випромінюванні за допомогою барвника бромистиго етидію (0,5 мкг/мл гелю). Отримані результати фотографують і заносять в комп’ютерну базу даних. Визначення генотипів зразків здійснюють за допомогою маркера молекулярних мас GeneRulerTM DNA Ladder Plus («Fermentas», Литва) і позитивних контрольних зразків.
4.3. Математична обробка отриманих результатів
При вивченні генетичної структури популяцій за молекулярно-генетичними маркерами вирішуються наступні завдання: оцінка генетичних частот, частот генотипів, визначення генетичної рівноваги, гетерозиготність, оцінка генетичних дистанцій. Перший популяційно-генетичний параметр, що використовується для характеристики генетичної структури, це частота гену, що дозволяє оцінити мінливість генетичної структури в просторі і часі на конкретній ділянці геному.

Для характеристики рівня генетичної мінливості використовують дві величини: частка поліморфних локусів і середня гетерозиготність. Середня гетерозиготність характеризує дану локальну популяцію і є більш точною характеристикою, ніж частка поліморфних локусів, так як вона менш залежить від розмірів дослідженої вибірки і краще вивчена.
Оцінка гомологічної мінливості в різних таксономічних групах і виявлення ступеню генетичних відмінностей між ними, стали можливими за рахунок використання біохімічних маркерів. На цій основі для вивчення взаємовідношень між різними таксономічними групами в 60-80-і роки окремими дослідниками були запропоновані нові методи кількісної оцінки генетичної подібності популяцій – генетичні дистанції. 

Результати досліджень обробляють методами математичної статистики та біометрії [32, 33]. Виконують підрахунок частот алельних і генотипових варіантів поліморфних генетико-біохімічних систем. Для характеристики рівня генетичної мінливості обчислюють гетерозиготність для всіх досліджуваних локусів окремо і середню гетерозиготність на локус, генетичні дистанції [34], відхилення генотипових частот від стану рівноваги відповідно до закону Харді-Вайнберга, з використанням комп’ютерних програм “BIOSYS-1”, “Statistica” [35] проводять кластерний аналіз. Статистичну вірогідність відмінностей| оцінюють за критерієм Ст’юдента (St).

5. генетична ОЦІНКА груп коропа ЗА ВИКОРИСТАННЯ молекулярно-генетичних МАРКЕРІВ

Використовуючи класичні методи селекції в коропівництві, в Україні створені породи коропа на рівні внутрішньопорідних та зональних типів і відгалуджень, які різняться між собою в залежності від зон ведення рибництва [6]. Вивчення цих рибогосподарських об’єктів потребує отримання кількісних оцінок популяційно-генетичних параметрів, що характеризують ступінь генетичної подібності. Це підтверджує перспективність використання генетико-біохімічних систем та нуклеотидних повторів ДНК для досліджень, що дозволить не тільки контролювати процес передачі генів з покоління в покоління, а і визначати фактичну генетичну подібність, та прогнозувати ефективність відбору та підбору. 

Під час виявлення локусспецифічних і породоспецифічних особливостей генетичних структур українських коропів подібні дослідження мають велике практичне значення, оскільки дають можливість контролювати рівень гомозиготності і поліморфності при розведенні малочисельних локальних порід коропа в малих замкнутих популяціях. Використання маркерних генів для контролю генетичної структури риб вже увійшло в практику рибництва багатьох країн [9, 12, 16, 17, 21, 36, 41], що є також необхідною складовою селекційно-племінної роботи в галузі рибництва України. 

5.1 Аналіз генетичної структури українських порід коропа за використання генетико-біохімічних систем

Використання біохімічних маркерів може суттєво полегшити формування генофонду риб з бажаним комплексом продуктивності за наявності попередньо виявлених найбільш значимих для цього процесу генетико-біохімічних систем. Зв’язок між алельними генами і селекційними ознаками тварин теоретично можливий через ряд генетичних механізмів. Ген, який контролює утворення білка або фермента, в силу своєї плейотропної дії може одночасно впливати і на формування господарсько-корисної ознаки. Плейотропна дія гену може виявитися і як результат вторинного впливу, виробленого під його контролем білка, на окремі біохімічні та фізіологічні процеси в організмі тварини. Зважаючи на сталість такого зв’язку, плейотропний ефект становить велику цінність для практичної селекції [37]. 

Маркерні гени можуть знаходитися в одній групі зчеплення з генами, що визначають господарсько-цінні ознаки. Можливо також, що гетерозиготний стан більшості поліморфних локусів, прямо чи опосередковано впливає на продуктивні якості тварин, і буде призводити до гетерозису. Це обумовлює особливу актуальність розширення спектру досліджуваних локусів і проведення аналізу генетичної структури груп коропів, найбільш важливих для збереження, покращення існуючих і створення нових порід.   
З метою виявлення породоспецифічних особливостей генетичної структури популяцій коропів України нами був проведений аналіз генетичної структури в українських порід лускатих (УЛК) і рамчастих (УРК) коропів за використання генетико-біохімічних систем.

Виконаний аналіз генетичної структури за шістьма поліморфними генетико-біохімічними системами крові. За локусом трансферину у лускатих і рамчастих коропів виявлено алельні варіанти – Tf A, B, C1, C2, D (табл. 4)
Таблиця 4 

Алельні частоти в українських порід лускатих і рамчастих коропів за окремими генетико-біохімічними системами

	Локуси
	Алелі
	Українська рамчаста порода коропа (n=65)
	Українська луската порода

коропа (n=67)

	TF


	A
	0,068
	0,045

	
	B
	0,030
	0,022

	
	C1
	0,742
	0,657

	
	C2
	0,114
	0,134

	
	D
	0,045
	0,142

	ALB
	A
	0,431
	0,477

	
	B
	0,569
	0,523

	ME
	F
	0,546
	0,552

	
	S
	0,454
	0,448

	EST
	F
	0,392
	0,418

	
	S
	0,608
	0,582

	СA
	F
	0,585
	0,578

	
	S
	0,415
	0,422

	MDH
	F
	0,669
	0,635

	
	S
	0,331
	0,365


За локусом TF в обох груп коропів з найбільшою частотою зустрічався алельний варіант Tf C1 (0,657 і 0,742 відповідно). Алель Tf C2 у лускатих і рамчастих коропів помітно не відрізнялись і були близькими за частотою. Слід зазначити, що в дослідженій групі лускатих коропів Tf A (0,045), а у групі рамчастих коропів Tf A і Tf D зустрічався з найменшою частотою порівняно з іншими алелями (0, 045) (табл. 4).

Ферментна система естераза (EST) представлена двома алельними варіантами – Est F (зона із швидкою рухливістю) і Est S (зона з повільною рухливістю). В обох досліджених групах коропів з більшою частотою був присутній алельний варіант естерази з повільною рухливістю (0,582 та 0,608).

Локус малатдегідрогенази (MDH) представлений двома алельними варіантами – Mdh F (швидка рухливість) і Mdh S (повільна рухливість). У лускатих і рамчастих коропів з вищою частотою присутній алельний варіант Mdh F, порівняно з Mdh S і становив 0,635 і 0,669 відповідно (табл. 4). 

За ферментною системою малик-ензиму (МE) виявлено також два алельні варіанти – Ме F і Ме S. В обох груп коропів помітно більшою була частота алелю з швидкою рухливістю.

В зоні альбуміну (ALB) виявлено два алельні варіанти – Alb A (швидка рухливість) і Alb B (повільна рухливість). За частотою цих алелів в обох досліджених групах помітних відмінностей не було виявлено. 

За ферментною системою карбоангідрази (СА) виявлено два алельні варіанти – F і S. У лускатих і рамчастих коропів з більшою частотою зустрічався алельний варіант Са F, порівняно з алелем Са S. Між групами коропів не виявлено відмінностей за частотою обох алелів.

Результати проведених досліджень дають змогу корегувати напрямки селекційно-племінної роботи в господарствах, а саме: підвищити алельне різноманіття у лускатої породи за локусом трансферину, контролювати рівень гетерозиготності.

Наявні та очікувані генотипи за локусами генетико-біохімічних систем, включених в дослідження подано в табл. 5. 
Найбільш генетично врівноваженим був локус TF у рамчастих (χ2=13,139) та  лускатих (χ2=5,495) коропів, а також локус EST у лускатих (χ2=1,480) та рамчастих коропів  (χ2=2,255). 

Популяції лускатих і рамчастих коропів були генетично неврівноважені через наявний статистично достовірний надлишок гетерозигот за локусами АLB (χ2=28,089, Р≤0,001 у лускатих та χ2=36,490, Р≤0,001 у рамчастих), MDH (χ2=11,682, Р≤0,001 у лускатих та χ2=11,350, Р≤0,001 у рамчастих) та СА (χ2=22,580, Р≤0,001 у лускатих та χ2=17,104, Р≤0,001 у рамчастих).

За ферментною системою МE спостерігається, в меншій мірі, також виражена нестача гомозигот в групах досліджених коропів (χ2=6,881, Р≤0,01 у лускатих та χ2=4,553, Р≤0,05 у рамчастих) (табл. 5).

Таблиця 5
Наявні та очікувані генотипи за генетико-біохімічними системами у лускатих і рамчастих коропів

	Локуси
	Гено-

типи
	УЛК (n=67)
	УРК (n=65)

	
	
	Ная-вні
	Очіку-вані
	χ2
	Р
	Ная-вні
	Очіку-вані
	χ2
	Р

	TF
	AA
	0
	0,0113
	5,495
	0,856
	1
	0,279
	13,139
	0,216

	
	АС1
	5
	3,970
	
	
	6
	6,733
	
	

	
	AC2
	1
	0,812
	
	
	0
	1,031
	
	

	
	AD
	0
	0,857
	
	
	1
	0,412
	
	

	
	ВС1
	1
	1,985
	
	
	3
	2,992
	
	

	
	BC2
	1
	0,406
	
	
	1
	0,458
	
	

	
	BD
	1
	0,429
	
	
	0
	0,183
	
	

	
	С1С1
	28
	28,782
	
	
	39
	36,282
	
	

	
	С1С2
	11
	11,910
	
	
	7
	11,221
	
	

	
	C1D
	15
	12,571
	
	
	4
	4,489
	
	

	
	С2С2
	1
	1,150
	
	
	3
	0,802
	
	

	
	С2D
	3
	2,571
	
	
	1
	0,687
	
	

	EST
	FF
	14
	11,579
	1,480
	0,224
	7
	9,984
	2,255
	0,133

	
	FS
	28
	32,842
	
	
	37
	31,233
	
	

	
	SS
	25
	22,579
	
	
	21
	23,884
	
	

	ALB
	AA
	4
	14,659
	28,089
	0,000
	0
	11,938
	36,490
	0,000

	
	AB
	54
	32,682
	
	
	56
	32,124
	
	

	
	BB
	73
	17,659
	
	
	9
	20,938
	
	

	MDH
	FF
	19
	25,280
	11,682
	0,001
	23
	29,000
	11,350
	0,001

	
	FS
	42
	29,440
	
	
	41
	29,000
	
	

	
	SS
	2
	8,208
	
	
	1
	7,000
	
	

	ME
	FF
	15
	20,308
	6,881
	0,009
	15
	19,264
	4,553
	0,033

	
	FS
	44
	33,383
	
	
	41
	32,473
	
	

	
	SS
	8
	13,308
	
	
	9
	13,264
	
	

	СA
	FF
	12
	21,268
	22,580
	0,000
	14
	22,093
	17,104
	0,000

	
	FS
	50
	31,465
	
	
	48
	31,814
	
	

	
	SS
	2
	11,268
	
	
	3
	1,093
	
	


Примітка: УЛК – українська луската порода коропа; УРК – українська рамчаста порода
Один із важливих аспектів оцінки стану популяції це гетерогенність. Вона виражається в значній кількості рецесивних мутацій, які в гетерозиготному стані не змінюють фенотип і адаптивну здатність популяції в цілому, але в гомозиготному стані впливають на виживання, тривалість життя і плодючість особин. Гетерозиготи нерідко переважають відповідні типи гомозигот за загальною кількістю або за тим чи іншим компонентом життєздатності, наприклад за здатністю до конкуренції чи за стійкістю до захворювань. Таку перевагу можуть мати генотипи, гетерозиготні за одиничним геном чи за цілим блоком генів.

При цьому навіть добре пристосована до умов існування популяція несе прихований резерв впливу рівня гетерогенності, здатного знижувати адаптивні властивості особин. Тому визначення рівня гетерозиготності за кожним локусом та середньої гетерозиготності за всіма локусами у лускатих і рамчастих коропів є актуальним.

У лускатих і рамчастих коропів визначали рівень середньої гетерозиготності. З досліджених генетико-біохімічних систем найбільший рівень гетерозиготності спостерігався за локусом альбуміну та малік-ензиму в обох групах коропів, а також за локусом трансферину у лускатих та карбоангідрази у рамчастих коропів (табл. 6).

Таблиця 6
Середня гетерозиготність за дослідженими локусами у коропів

	Досліджені

локуси
	УЛК (n=67)
	УРК (n=65)

	
	Фактична 
	Очікувана 
	Фактична
	Очікувана 

	TF
	0, 532
	0, 528
	0, 432
	0, 428

	ALB
	0, 503
	0, 499
	0, 494
	0, 490

	ME
	0, 498
	0, 495
	0, 500
	0, 496

	MDH
	0, 467
	0, 464
	0, 446
	0, 443

	EST
	0, 490
	0, 487
	0, 481
	0, 477

	СA
	0, 492
	0, 488
	0, 489
	0, 486

	Н середня
	0,653±0,061
	0,497±0,009
	0,630±0,070
	0,474±0,011


Гетерозиготність є однією з основних характеристик популяції, які безпосередньо впливають на пристосованість і таким чином визначають багато аспектів їх взаємодії з середовищем [9]. У тих випадках, коли гетерозигота має селективну перевагу порівняно з однією або з обома гомозиготами, відбір сприяє збереженню в популяції обох алелів. У генофонді створюється врівноважена частота алелів, необхідний рівень якої визначається відносними селективними цінностями альтернативних типів. Проте, доки частоти алелів контролюються відбором, жоден алель не елімінується, тобто у популяції підтримується стан збалансованого поліморфізму.
Таким чином, передбачається, що спрямований відбір в комбінації з стабілізуючим, в даному випадку, веде не до заміни в генофонді одного гену або блоку генів іншими, а до ряду переходів від одної гетерозиготної комбінації до іншої [2]. 

За розподілом алельних частот за локусом трансферину слід відзначити присутність всіх алельних варіантів трансферину в групі рамчастих коропів та лускатих коропів. За рівнем середньої гетерозиготності лускаті коропи відрізнялись від рамчастих за локусом TF. Рівень середньої гетерозиготності за іншими дослідженими генетико-біохімічними системами – ALB, ME, CA, MDH, EST – мав наближені значення між двома породами коропів (рис. 1). 
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Рис. 1. Рівень гетерозиготності за локусами в українських лускатої  та рамчастої порід коропа

Загалом, отримані дані свідчать про те, що існують незначні відмінності між дослідженими групами коропів. Можливо, причиною цих відмінностей є різний рівень мінливості генетичної структури груп коропів. 

Таким чином, досліджено генетичну структуру українських порід лускатих і рамчастих коропів за поліморфними генетико-біохімічними системами – TF, ALB, EST, MDH, ME, CA. Виявлені породоспецифічні особливості генетичної структури досліджених груп коропів. Генетична диференціація між породами за дослідженими локусами відповідає відмінностям між породами за їх належністю до різних технологій вирощування. За окремими генетико-бiохiмiчними системами наявнi локус-специфiчні особливості будови генетичної структури. 

Результати проведених досліджень мають принципове значення для подальших досліджень, як в  плані вдосконалення теоретичних і практичних методів створення нових селекційних типів українських коропів, так і для вивчення особливостей хромосомного апарату,  визначення рівня генетичної мінливості та соматичного мутагенезу і вияснення впливу окремих чинників на частоту різних типів цитогенетичних аномалій.
5.2. Генетична структура українських порід коропа за використання мікросателітних локусів

Короп (Cyprinus carpio) – один з основних об'єктів тепловодного ставового рибництва на території пострадянського простору та країн Східної Європи. Завдяки високій плодючості та порівняно простим умовам утримання, коропи здавна використовувалися для селекції, у результаті чого з’явився ряд порід з унікальними морфометричними особливостями та високими смаковими якостями [38, 39].

Разом з тим, утримання породи в окремому господарстві може істотно ускладнюватися внаслідок генетичних змін. Результатом численних схрещувань особин у межах однієї популяції з високою ймовірністю може виявитися втрата товарних характеристик, зниження репродуктивних здатностей, зменшення стійкості особин до захворювань, уповільнення росту, тощо. Тому проблема дослідження генетики популяцій коропа у сучасних рибницьких господарствах набуває пріоритетної актуальності.
У генетиці та селекції аквакультури активно проводяться дослідження з використанням мікросателітних маркерів, які дозволяють визначати наявність поліморфізму в однакових локусах на рівні окремих особин популяції in vivo [16, 40, 41].
Проведено дослідження генетичної структури популяції коропа з використанням мікросателітних ДНК-маркерів.
При дослідженні популяції коропа були проаналізовані генотипи особин з використанням чотирьох мікросателітних локусів ДНК: MFW 06, MFW 15, MFW 23, MFW 31. У ході роботи підібрано оптимальні умови проведення SSR-РСR аналізу. 
Проведені дослідження дозволили визначити фактори, які мають найбільший вплив на ефективність ампліфікації SSR-алелей галицького коропа, а саме: концентрація препарату ДНК, концентрація праймера у реакційній суміші та кількість циклів ампліфікації. Для отримання чітких і відтворюваних алелей по кожному локусу було індивідуально підібрано оптимальні умови проведення ПЛР. Приклади отриманих SSR-спектрів наведені на рис. 2.
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Рис. 2. Електрофоретичний розподіл продуктів ампліфікації SSR-РСR за локусами MFW 15 і MFW 31 (А), MFW 23 (В), MFW 06 (С) (1–11 – досліджені зразки, М – маркер молекулярної маси)

У дослідженій групі за 4 мікросателітними локусами було виявлено всього 18 алелів з молекулярною масою 130–343 п.н. Число алелів на локус варіювало від 3 до 6. Найбільш поліморфним був маркер MFW 23 (виявлено 6 алелей), а найменш поліморфним – маркер MFW 31 (виявлено 3 алелі) (табл. 7).
Таблиця 7
Характеристика мікросателітних локусів ДНК
	Локус
	Кількість алелів
	Молекулярна маса продукту (п.н.)
	Ефективне число алелів
	Нobs
	Hexp

	MFW 06
	4
	149-162
	3,333
	0,600
	0,700

	MFW 15
	5
	141-343
	3,937
	0,650
	0,746

	MFW 23
	6
	130-168
	5,236
	0,850
	0,809

	MFW 31
	3
	258-307
	2,146
	0,500
	0,534

	Середнє
	4,5
	
	3,663
	0,65
	0,697


Ефективне число алелів (показник, який характеризує локуси за частотою алелів) у досліджуваній вибірці генотипів варіювало від 2,14 (MFW 31) до 5,23 (MFW 23). Середнє ефективне число алелів на локус склало 3,663. За розрахунками алельних частот визначено основні показники генетичної мінливості. Максимальний рівень наявної гетерозиготності зафіксований для локусу MFW 23, найнижчий – для локусу MFW 31. Значення фактичної гетерозиготності за мікросателітним локусом MFW 31 було близьким до очікуваного, локус MFW 23 характеризувався надлишком гетерозигот, а для локусів MFW 06 і MFW 15 визначено їх дефіцит. 

5.3. Дослідження генетичної структури українських порід коропа за використання ISSR-маркерів

Внаслідок геномної мінливості, яка виявляється за допомогою методу ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), можна отримувати ДНК-маркери, які мають множинну локалізацію в геномі, і одночасно тестувати від 20 до 40 локусів. ISSR-фінгерпрінтинг показав, що розподіл спектрів продуктів ПЛР, отриманих на основі ди- і тринуклеотидних повторів є специфічним і високоінформативним у різних видів [42]. Виявлені послідовності ДНК можуть бути частиною так званих геноспецифічних локусів, що, в свою чергу, відкриває перспективи для пошуку кореляцій з кількісними і якісними ознаками. Аналіз унікальних послідовностей ДНК, за використання мікросателітних локусів, має ряд безперечних переваг. Перш за все, ISSR-PCR - відносно дешевий і простий експрес-метод, що не вимагає знання нуклеотидної послідовності геному, що важливо для дослідження генофондів маловивчених видів, що дає можливість одночасно порівнювати десятки мікросателітних локусів, які оточують багато генів. У зв'язку з цим поліморфізм послідовностей ДНК, які фланковані інвертованими повторами, використовують для визначення генетичної мінливості, структури, специфічних геномних характеристик різних видів риб, пошуку філогенетичних зв'язків між породами і внутріпородними групами, тощо. 
З метою оцінки генетичної різноманітності, виявлення її специфічного геномного профілю, ступеня подібності і відмінностей у дволіток українських лускатої (УЛК) та рамчастої (УРК) порід коропа, проведено дослідження специфіки генетичної структури за використання ISSR-PCR методу (Inter Simple Sequence Repeats). Аналіз проводився шляхом виявлення поліморфізму анонімних фрагментів ДНК, які фланковані інвертованими повторами мікросателітних локусів. 

У роботі використано праймери з тринуклеотидною коровою частиною і якірною з одного нуклеотиду: (AGC)6G; (AGC)6C; (AСG)6G); (GAG)6C; (СТС)6С. Досліджували отриманий спектр ампліконів та проводили оцінку гетерогенності даної популяцій українських коропів. ISSR-PCR молекулярно-генетичні маркери, які раніше вважалися селекційно-нейтральними, у риб піддаються тиску добору. Виявлено, також що відповідь на дію добору залежить від термодинамічних характеристик мікросателітних локусів, що їх фланкують [43]. 

Аналіз поліморфізму та успадкування алельних варіантів анонімних послідовностей геномної ДНК за низкою мікросателітних праймерів проводився з використанням PCR-ISSR аналізу. При виборі праймерів керувалися тим фактом, що геном коропа містить 9 % повторів типу GТ і майже 3 % – АС  (65 000-100 000 копій), повторюваність GА при цьому складає до 5 000 копій на гаплоїдний набір хромосом. Виходячи з хімічних властивостей будови нуклеотидів пуринової та піримідинової груп можна передбачити більшу частоту мутаційних подій в пуриннасичених ділянках ДНК. Крім цього, за даними інших авторів, що для вивчення поліморфізму окремих локусів ДНК і розрахунку рівня гетерозиготності особин, найбільш придатними виявилися зонди з високим вмістом азотистих основ групи пуринів – А+G (171), або пурин-піримідинових сполук А+С [44]. 

Аналізу підлягали «мажорні» смуги, що виявлялися в результаті трьох паралельно виконаних реакцій ампліфікації. Враховували чітко розрізнювані, відтворювані амплікони. Розмір ампліконів розраховували відповідно до розподілу фрагментів маркерної ДНК в агарозному гелі.
Для визначення генетичних відмінностей проводили порівняльний аналіз спектрів ПЛР-продуктів. Не за всіма локусами, досліджуваними за допомогою вказаних праймерів, виявлено високу ступінь поліморфізму.
Спектри нараховували від 2 до 14 ампліконів. За використання праймеру (ACG)6G у лускатих коропів амплікони отриманих спектрів знаходились у межах 450-1500 п.н., загалом отримали 4 амплікони та 700-1200 п.н. у рамчастих коропів.
За використання ISSR праймеру (AGC)6C отримували амплікони великої молекулярної ваги 1200-1400 п.н. в обох досліджених груп. Найбільша кількість ампліконів (14) виявлена у лускатих коропів. 
За використання праймеру (CTC)6C отримували чіткі спектри ампліконів, в загальному 5, але у невеликих межах розподілу 860-1600 п.н. у лускатих коропів і довжиною у 600-1450 п.н. та в загальному 9 ампліконів у рамчастих коропів. 

Використання праймеру (GAG)6C дозволило отримати в загальному 8 ампліконів, у межах розподілу у лускатих коропів 550-1700 п.н., а у рамчастих 550-1500 п.н. 
За використання ISSR-PCR праймеру (AGC)6G, молекулярна вага яких у лускатих коропів знаходилась у межах 450-1500 п.н. (табл. 7). Відмінності між породами виявили сім ампліконів, що складало 16,1 %. 
Таблиця 8 

Генетичний профіль української лускатої та рамчастої порід коропів за ISSR-PCR-маркерами
	Показники
	Використані праймери

	
	(AGC)6G
	(AGC)6C
	(AСG)6G
	(GAG)6C
	(СТС)6С

	
	УЛК
	УРК
	УЛК
	УРК
	УЛК
	УРК
	УЛК
	УРК
	УЛК
	УРК

	Довжина фрагментів ДНК
	450-1500 п.н.
	450-1500  п.н.
	1200-1400 п.н.
	1200-1400 п.н.
	450-1500  п.н.
	700-1200  п.н.
	550-1700  п.н.
	550-1500  п.н.
	860-1600  п.н.
	600-1450  п.н.

	Спектри ампліконів
	2–7
	3–6
	3–14
	5–11
	2–4
	2–6
	3–8
	4–8
	2–5
	4–9


Примітки: УЛК – українська луската порода коропа; УРК – українська рамчаста порода коропа; п.н. – пари нуклеотидів

Виявлення поліморфізму методом ISSR-PCR дозволило встановити специфічність спектрів, в залежності від використаного праймеру. У більшості проаналізованих спектрів досліджених ампліконів спостерігали рівновагу Харді-Вайнберга, що свідчить про нейтральність вибраних для аналізу локусів. У досліджених груп українських коропів мікросателітні послідовності ядерної ДНК, в залежності від основного мотиву, мають різну ступінь внутрішньопорідної консервативності. Отримані дані за генетичною подібністю та відмінністю у досліджених груп коропа представляють інтерес для генетики виду. Рівень поліморфізму спектрів ампліфікованих міжмікросателітних послідовностей у рамчастих коропів виявився дещо вищим.
Таким чином, використана методика надає можливість використання оптимальних молекулярно-генетичних маркерів для послідуючих популяційно-генетичних досліджень українських порід коропа та інших видів коропових риб. В цілому, результати аналізу з використанням ISSR-маркерів узгоджуються з даними проведеного досліджень за використання генетико-біохімічних систем. 
ЗАКЛЮЧЕННЯ
Аквакультура – одна з найважливіших галузей народного господарства, покликана забезпечувати населення якісними білковими продуктами  харчування. До недавнього часу основним постачальником рибної продукції був світовий океан. Однак, в умовах сучасного антропогенного тиску на водні екосистеми гостро постало питання виснаження рибних запасів океану та внутрішніх водойм.

Одним з найважливіших резервів для підвищення ефективності аквакультури є селекційна робота, яка давно використовується в інших галузях сільського господарства. В процесі формування колекційних або високопродуктивних маточних стад риб необхідно чітко уявляти як змінюється генетична структура популяцій. Це дозволяє уникнути небажаних ефектів, наприклад, зниження генетичного різноманіття, втрату рідкісних і цінних форм.

В Україні однією з найбільш важливих і численних промислових груп прісноводих є коропові, проте генетичні дослідження коропових за використання сучасних методів знаходяться на початковому етапі. Практично не відомо, який рівень генетичної мінливості характерний для популяції українських коропів, не ясні таксономічний статус і філогенетичні взаємозв’язки між ними. Проведення заходів щодо збереження біологічного різноманіття коропових риб вимагає впровадження генетичного моніторингу в системі селекційно-племінної роботи, а також розробки і проведення популяційно-генетичних та цитогенетичних досліджень.  

Використання молекулярно-генетичних маркерів до цього часу дозволило не тільки визначити рівень мінливості і диференціації популяцій риб, а й встановити еволюційно-філогенетичні взаємозв’язки серед видів, межі поширення різних видів риб, параметри системи схрещування в штучних і природних екосистемах, критерії виділення генетичних резерватів. Слід сказати, що генетико-біохімічні системи залишаються одним із головних інструментів вивчення популяційно-генетичної структури об’єктів рибництва. Вони використовуються для оцінки результатів спорідненого розведення та контролю інбридингу у коропових риб. 

Виявлення поліморфізму методом ISSR-PCR дозволило встановити специфічність спектрів, в залежності від використаного праймеру. У більшості проаналізованих спектрів досліджених ампліконів спостерігали рівновагу Харді-Вайнберга, що свідчить про нейтральність вибраних для аналізу локусів. У досліджених груп українських коропів мікросателітні послідовності ядерної ДНК, в залежності від основного мотиву, мають різну ступінь внутрішньопорідної консервативності. Виявлені послідовності ДНК можуть бути частиною так званих геноспецифічних локусів, що, в свою чергу, відкриває перспективи для пошуку кореляцій з кількісними і якісними ознаками. Рівень поліморфізму спектрів ампліфікованих мікросателітних послідовностей у рамчастих коропів виявився дещо вищим. Використання даних праймерів дозволить проводити породну диференціацію риб.

Таким чином, розроблено методичні рекомендації для дослідження генетичної структури українських порід лускатих і рамчастих коропів. За результатами аналізу окремих генетико-бiохiмiчних систем наявнi локус-специфiчні особливості будови генетичної структури українських популяцій коропів. Результати аналізу з використанням ISSR-маркерів узгоджуються з даними досліджень за генетико-біохімічними системами. Використання мікросателітних маркерів, панелі ISSR-маркерів для генотипування коропів, а саме, виявлення міжпородних відмінностей між лускатою та рамчастою породами надає додаткові можливості для проведення комплексної оцінки коропових риб, які використовуються в Україні. 
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