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1. Тема дипломної роботи: «Біотехнологічні аспекти генетичного контролю популяцій коропових риб (Сyprinidae)» затверджена наказом ректора «19» вересня 2019 р. №2109/ст.
2. Термін виконання роботи: з 14.10.2019 р. по 29.12.2019 р.
3. Вихідні дані до роботи: публікації та наукові звіти Інституту рибного господарства, літературні джерела щодо використання молекулярно-генетичних маркерів в рибництві, застосування PCR, лабораторні дослідження зразків крові коропів.
4. Зміст пояснювальної записки: Літературний огляд існуючих методів проведення біотехнологічного контролю в рибництві. Характеристика об’єкту та методів дослідження. Використання молекулярно-генетичних методів досліджень у рибництві. Проведення досліджень у відділі молекулярно-генетичних досліджень Інституту рибного господарства НААН.
5. Перелік обов’язкового графічного (ілюстративного) матеріалу:

Фото№ 1. – українська рамчаста порода коропа; Фото№ 2. – українська луската порода коропа; Фото№ 3. – спектри ампліконів; Фото№ 4. – мікроядерний тест;
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	4
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	5
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	30.09.2019-22.10.2019

	6
	Виконання експериментальної частини роботи
	29.09.2019-17.11.2019

	7
	Написання третього розділу
	21.10.2019-13.12.2019

	8
	Написання четвертого та п’ятого розділів
	13.12.2019-16.01.2019
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	Формулювання висновків та рекомендацій
	23.10.2019-17.01.2019
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	Оформлення дипломної роботи
	30.09.2019-30.01.2020

	11
	Перевірка дипломної роботи керівником, виправлення помилок
	28.01.2020-31.01.2020

	12
	Захист дипломної роботи
	04.02.2020
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	Розділ
	Консультант
	Підпис, дата

	
	
	Завдання видав
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	Охорона праці
	Павлиш В. Д.
	
	

	Охорона навколишнього середовища
	Бовсуновський
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РЕФЕРАТ

  
Пояснювальна записка до дипломної роботи «Біотехнологічні аспекти генетичного контролю популяцій коропових риб (Сyprinidae)»: 102 сторінки, 10 рисункІВ, 13 таблиць, 69 використаних джерел.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНІ МАРКЕРИ, ПОЛІМЕРАЗНА ЛАНЦЮГОВА РЕАКЦІЯ, УКРАЇНСЬКІ ПОРОДИ КОРОПІВ.
    
Мета дипломної роботи – метою роботи було дослідження особливостей генетичної структури, рівня внутрішньовидової генетичної мінливості за використанням різних типів молекулярно-генетичних маркерів, цитогенетичного аналізу та їх використання як біотехнологічних методів генетичного контролю.
    
Об'єкт дослідження – оцінка мінливості генетичних показників української рамчастої і лускатої порід коропів.
    
Предмет дослідження – біотехнологічний контроль генетичної структури та особливості популяцій порід коропів.
     
Методи дослідження – молекулярно-генетичні (полімеразно-ланцюгова реакція, горизонтальний електрофорез в агарозному гелі, детекція результатів ампліфікації, мікроядерний тест,  вертикальний електрофорез в поліакриламідному гелі), статистичні методи обрахунку отриманих результатів.  

ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ ТА СКОРОЧЕНЬ
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота
ДЛ - двоядерні лімфоцити

дНТФ (dNTP) – дезоксинуклеотидтрифосфати

дН2О – деіонізована вода

EDTA – етилен диетил тетра оцтова кислота
ЕМЯ - еритроцити з мікроядрами 

ЛМЯ - лімфоцити з мікроядрами

М - метацентричні хромосоми 

МФ - метафаза
ОД - 260 – оптична густина розчину ДНК при довжині хвилі 260 нм

ПААГ – поліакриламідний гель
ПДРФ (RFLP) – поліморфізм довжин рестрикційних фрагментів

ПЛР (англ. PCR) – полімеразна ланцюгова реакція (Polymerase Chain Reaction)

ПЛР-РЧ (Real-time PCR) – полімеразна ланцюгова реакція у реальному часі

п.н. – пар нуклеотидів

ТЕБ – трис-ЕДТА-боратний буфер
ISSR – (Inter-Simple Sequence Repeat) – ділянки геному між мікросателітними локусами 
RAPD-PCR – ПЛР, за якої викривається поліморфізм випадково

ампліфікованої ДНК (random amplified polymorphism DNA)

SDS – додецил сульфат натрію
SSR або мікросателіти (Simple Sequence Repeats) – тандемні повтори

STR – короткі тандемні повтори (short tandem repeats)

РНК – рибонуклеїнова кислота

кДНК – комплементарна ДНК

	ЗМІСТ
	стр.

	ВСТУП..…………………………………………………………………….………
	8

	РОЗДІЛ 1. ЛІТЕРАТУРНИЙ ОГЛЯД...…………..…………………………….

1.1. Біорізноманіття риб на території України  ……….………….………………

1.2. Теоретичні засади використання молекулярно-генетичних маркерів у рибництві …………………………………………………………………………...

1.3. Використання ДНК-маркерів для контролю генетичної структури……….

1.4. Поліморфізм молекулярно-генетичних маркерів  та їх використання в генетичних дослідженнях…………………………………………………………..
1.5 Висновки до розділу……………………………………………………………

РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ І ОБЛАДНАННЯ..………………………………….

2.1 Характеристика об’єкта дослідження……………………………………........

2.2. Методика проведення дослідження…………………………………………..

2.2.1 Відбір проб……………………………………………………………….

2.2.2. Теоретичні основи електрофорезу……………………………….........

2.2.3. Полімеразна ланцюгова реакція з випадковими праймерами (ISSR-PCR-аналіз)………………………………………………………………………….
2.3.  Математична обробка отриманих результатів...……………………………. 

2.3 Висновки до розділу …………………………..……………………………….

РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ…………………………………….
3.1 Генетична структура коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід за використання ДНК-маркерів………
3.2. Характеристика генетичної структури любіньського внутрішньопродного типу за окремими генетико-біохімічними системами……………………………
3.3. Дослідження цитогенетичних аномалій у периферичній крові коропа любіньського внутрішньопородного типу ………………………………………
3.4 Висновки до розділу ………………………………….………………………..

РОЗДІЛ 4.  ОХОРОНА ПРАЦІ…………………………………………………...

4.1 Небезпечні та шкідливі виробничі фактори в лабораторії популяційно-генетичного моніторингу…………………………………………………………..

4.2 Організаційні та технічні заходи, що знижують вплив на працівників небезпечних або шкідливих виробничих факторів в лабораторії популяційно-генетичного моніторингу…………………………………………………………..

4.3 Забезпечення пожежної і вибухової безпеки в лабораторії популяційно-генетичного моніторингу…………………………………………………………..
РОЗДІЛ 5. ОХОРОНА НАВКОЛИШНЬОГО СЕРЕДОВИЩА……………...
5.1 Проблеми утилізації використаних біопроб у наукових біотехнологічних лабораторіях………………………………………………………………………...
5.2 Основні операції з відходами біотехнологічного виробництва……………..
5.3 Процес поводження з відходами на стадії їх утилізації……………………...
5.4 Рекомендації з вирішення проблеми поводження з відходами біотехнологічного виробництва…………………………………………………...
ВИСНОВКИ………………………………………………………………………..
ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ…………….……………………………………..

СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ……………………………………….
	11
11
18
25
30
33
34
34
38
38
39
43
44
45
46
46
52
61
68
71
71
74
79
84
84
85
88
91
95
96
97


ВСТУП

Актуальність теми. Аквакультура сьогодні – є однією з найбільш швидкозростаючих галузей виробництва продуктів харчування у світі. Природне рибальство має обмеження щодо кількості риби, яка може бути виловлена, і доступна лише протягом певних місяців року. Як альтернатива, аквакультура може забезпечити значну і послідовну кількість риби і морепродуктів. Збільшення питомої ваги аквакультури, за рахунок таких продуктів як лосось і устриці на ринку, допомогло задовольнити поточні потреби в морепродуктах. Аквакультура відіграє важливу роль в економіці, забезпечуючи тисячі робочих місць у сфері операцій та допоміжних послуг та в екології, вирощуючи особливо цінні та корисні види гідробіонтів [18, 19].
Розв′язання багатьох проблем в рибництві тісно пов′язане з використанням адекватних методів оцінки генетичної мінливості та ступеня консолідованості порід та типів коропових риб. Ефективність методів в значній мірі залежить від рівня інформативності використаних підходів, методів, маркерних систем, стабільності відтворення маркерів, доступності і простоти використаних біотехнологічних методів генетичного контролю. 
На сучасному етапі розвитку фундаментальних наук біотехнологія є одним з лідерів біологічних наук, що мають істотні успіхи як для отримання нових знань про функціонування живих систем, так і для розробки технологічних основ отримання цінних цільових продуктів для медицини, ветеринарної медицини, промисловості, сільського господарства, охорони навколишнього середовища [49].

Біотехнологічний контроль генетичної структури коропових риб (Сyprinidae) як форми популяцій, що штучно підтримуються, є важливою з точки зору популяційної генетики, оскільки дозволяє вивчити механізми і стан змін, що відбулися з популяціями на генетичному рівні в процесі їх адаптації до нових умов існування. Проте комплексні дослідження генетичної структури коропових риб на території України за використанням сучасних генетичних методів носять фрагментарний характер. Тому дослідження їх генетичної структури в Україні за використанням молекулярно-генетичних маркерів є актуальним питанням, як для популяційної генетики, оскільки дають можливість дослідити механізми та рівень змін на генетичному рівні для раціонального способу ведення рибництва [42, 49] .
Для дослідження і визначення їх статусу велике значення мають маркери, грунтовані на поліморфізмі ДНК, які сприяють поглибленому з'ясуванню закономірностей динаміки генетичної структури порід, типів і ліній коропових в процесі їх мікроеволюції. Комплексний підхід, а також визначення рівня різноманітності популяцій риб, забезпечують раціональний підхід до їх використання в селекційному процесі [1, 49].


 Таким чином, особливої актуальності набуває вивчення генетичних особливостей, ДНК-поліморфізму масиву коропів на основі використання біотехнологічних методів генетичного контролю, а саме за використання новітніх досягнень молекулярної генетики. Збереження генофонду та закріплення генетичного потенціалу при вдосконаленні порід і типів, відкриває перспективу вивчення еволюційно-генетичних закономірностей та вияснення філогенетичних зв’язків між окремими популяціями коропа України [1, 18, 49].

Мета і завдання дослідження. Метою роботи є дослідження особливостей генетичної структури, рівня внутрішньовидової генетичної мінливості за використанням різних типів молекулярно-генетичних маркерів, цитогенетичного аналізу для їх використання як біотехнологічних методів генетичного контролю.


Для досягнення поставленої в роботі мети необхідно вирішити слідуючі завдання:

     - провести аналіз літературних даних, щодо використання молекулярно-генетичних маркерів та статистичних методів у рибництві;

     - дослідити специфічні особливості та динаміку генетичної структури коропів на основі вивчення особливостей поліморфізму генів, які контролюють експресію ДНК-маркерів;

     
- провести аналіз генетичної структури досліджуваних популяцій за використання окремих генетико-біохімічних систем;

- дослідити поліморфізм ядерного геному коропа за використання ISSR-PCR методу за використання полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР);

- визначити розподіл частот алелей і генотипів за окремими молекулярно-генетичними маркерами і оцінити середній рівень гетерозиготності;

- провести цитогенетичний аналіз за використання мікроядерного тесту;


Об’єкт дослідження – оцінка мінливості генетичних показників української рамчастої і лускатої порід коропів.


Предмет дослідження – біотехнологічний контроль генетичної структури та особливості популяцій порід коропів.

Методи дослідження – поставлені у дипломній роботі завдання виконувались із використанням молекулярно-генетичних (полімеразно-ланцюгова реакція, горизонтальний електрофорез в агарозному гелі, детекція результатів ампліфікації, вертикальний електрофорез в поліакриламідному гелі,  мікроядерний тест), статистичні методи обрахунку отриманих результатів.


Наукова новизна роботи. Полягає у аналізі біотехнологічних методів генетичного контролю у рибництві за використання молекулярно-генетичних маркерів, цитогенетичного аналізу, який показав наявність внутрішньопородної генетичної диференціації. Вперше отримано нові дані про генетичну структуру коропів сучасними методами, які сприяють розумінню механізмів підтримки відносної стійкості генофонду і дозволяють контролювати та зберігати специфічність їх генетичної структури.


Особистий внесок випускника. Весь обсяг експериментальних досліджень за темою дипломної роботи, аналіз літературних даних, статистична обробка результатів, їх опис і аналіз виконані випускником особисто під керівництвом доктора с.-г. наук, професора, член-кореспондента НААН С. І. Тарасюка. 
РОЗДІЛ 1.

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ ЗА ТЕМОЮ

1.1. Біорізноманіття риб на території України

Проблемам збереження біологічного різноманіття приділяється в світі все більше уваги. Біорізноманіття - різноманітність живих організмів, яка охоплює різновиди рослин, тварин, риб, мікроорганізмів, а також ті екосистеми та екологічні процеси, частиною яких вони є. До нього належать і генетична різноманітність, розмаїття між видами та різноманіття екосистем. Збереження біорізноманіття є однією з глобальних екологічних проблем і з кожним роком все більше загострюється в міру зникнення нових видів. Катастрофічне зменшення біорізноманіття пов'язано, головним чином, з руйнуванням середовища проживання внаслідок антропогенної діяльності, з затратним розвитком сільськогосподарського, лісового, рибного господарства, забрудненням навколишнього середовища. Збереження та стале використання біорізноманіття важливе для забезпечення потреб людей в продуктах харчування, медичних препаратах і т.п. [1, 18].


З початком ведення людиною сільського господарства основні доместиковані види тварин поширилися як частина цивілізації. Ці види, у зв'язку з розходженнями в умовах середовища й системах сільськогосподарського виробництва, зазнали впливу різноспрямованої дії штучного добору. При цьому дотепер залишається невідомим, як процес доместикації вплинув на генний пул кожного виду, хоча очевидно, що одним із принципових відмінностей доместикованих видів від диких близькоспоріднених видів є широкий розмах фенотипової мінливості. 

Генетичні основи відмінностей, які спостерігаються у фенотиповій мінливості між цими група​ми видів, залишаються недостатньо дослідженими. Тварини, з якими ми маємо справу сьогодні, відрізняються від своїх диких предків на відстань від одного до декількох тисяч по​колінь селекції. За цей історичний проміжок часу у великої рогатої худоби, овець, свиней, риб сформувалася величезна різноманітність локальних порід, ліній адаптованих до широкого спектру кліматичних умов і умов навколишньо​го середовища, до різних традицій утримання й розведення [4, 49].


Міжнародна заклопотаність втратами в генетичній біорізно​манітності домашніх видів з'явилася відносно недавно. Іс​тотним кроком стали Міжурядові консультації ФАО/ЮНЕП, проведені у 1980 p., де звернули увагу на величезний ризик, який впливає на різноманітність сільськогосподарських тва​рин у країнах, що розвиваються, і запропонували розробити наукову основу й технології щодо її збереження. Результатом цих консультацій стала в 1982 р. нова програма під егідою ФАО (Food and Agriculture Organization - FAO], яка сприяла збільшенню кількості досліджень, курсів підвищення квалі​фікації, оглядів і повідомлень в останні роки. Вона дала змогу окремим країнам, що розвиваються, заснувати власні банки даних і субрегіональні генні банки [18, 48, 49].


Основним завданням перших проектів ФАО було підготов​ка списку порід тварин і риб, які перебувають під загрозою зникнення, та впровадження заходів щодо збереження цих порід. Було сформовано робочі групи за генотипними ресур​сами тварин та риб у Європі, відповідальні за збереження й регулювання генетичних ресурсів. Розроблено проект із ство​рення Всесвітнього банку даних генетичних ресурсів сіль​ськогосподарських тварин на інтелектуальній і комп'ютерній базі Ганноверського інституту ветеринарної медицини. Ме​тою цієї програми є збір інформації з генетичної мінливості тварин та її публікація. Створено банк даних унікальних специфічних характеристик порід, що є вкрай важливими для добору генетично цінних особин, використання потенці​алу сільськогосподарських видів, їхнього розведення в май​бутньому [1, 18, 35, 50].

У базі даних Всесвітнього банку за видами тварин і від​носно регіонів зберігається інформація про 3884 породи й 29 видів. При цьому 31% порід сільськогосподарських тварин сві​ту класифіковано як такі, що перебувають під загрозою зник​нення і мають критичну чисельність популяцій. ФАО визначає ті групи тварин, які перебувають під загрозою, що нарахову​ють менше 1 тис. самок і менше 20 самців, критичні групи тва​рин - це популяції, де схрещуються менше 100 самок і менше 5 самців. Із числа зазначених у списку зникаючих порід 37 % намагаються зберегти завдяки прийняттю спеціальних про​грам. Вважається, що ризик зникнення для цих порід значно нижчий, ніж для тих, які не охороняються. Із загального чис​ла порід (2925), про які є вичерпна інформація, 19% класи​фіковано як такі, що перебувають у критичному стані. Ризик їх втратити завжди дуже високий. У повідомленнях про стан породної різноманітності в Європі деякі автори про​понують класифікувати породи за рівнем небезпеки, якому вони піддаються, на основі ймовірності випадків міжпородного інбридингу за період понад 50 років. За цією системою породи великої худоби, овець і кіз, свиней, коней та риб потрапляють у категорію «нормальних», починаючи від ефективного розміру чисельності, які дають нащад​ків від 139, 200, 303 і 111 особин відповідно [18, 49, 58, 62]. 


У секторі аквакультури, промислового рибальства та суміжних допоміжних видів діяльності зайнято близько 190 млн чоловік. Вирощувана в господарствах або видобута у природному середовищі риба (пелагічні види риб і водні безхребетні) та водні рослини (морські водорості й прісноводні макрофіти) є суттєвим внеском у світову продовольчу безпеку, особливо для забезпечення білками тваринного походження, мікроелементами та основними жирами, а також підмогою для виробників, переробників і продавців харчових, нехарчо-вих, декоративних та спортивних видів риби, а також тих, хто зайнятий у секторі допоміжних послуг. У 2009 р. загальносвітовий обсяг пропозиції продукції аквакультури і промислового рибальства сягав близько 144,6 млн т риби (117,8 млн т для споживання в їжу людиною), причому близько 47% світового обсягу пропозиції риби та рибопродуктів для людського споживання припадало на частку сектору аквакультури. Водні генетичні ресурси слугують опорою Продуктивності та стійкості всіх видів промислу. Передбачається, що морські генетичні ресурси в районах за межами національної юрисдикції, у тому числі деякі види біоти, пов'язані з гідротермальними джерелами, володіють високою потенційною цінністю [18, 48, 61].


Збереження генетичних ресурсів сільськогосподарських видів не є самоціллю, воно повинно слугувати вирішенню завдань вивчення існуючого біорізноманіття доместикованих тварин і його використанню в сьогоденні та майбутньому.


Застосування, зокрема, молекулярно-генетичних методів досліджень може не тільки виявитися винятково корисним для підведення реальної біологічної основи під сам термін «порода», застосований на сьогоднішній день із неабиякою часткою «фенотипового суб'єктивізму», але й допомогти у визначенні еволюційного походження досліджуваної популяції, її генетичної унікальності. Комбіноване застосування різних підходів дає можливість відповісти на питання: чи пояснюється генетична подібність двох популяцій походженням від загальних предків, чи причина в обміні генами, який нещодавно відбувся.


Біорізноманіття - це загальний термін, що охоплює види всіляких місцеперебувань, наприклад лісових, прісноводних,

· морських, грунтових, культурних рослин, домашніх і диких ктварин, мікроорганізмів. і Як основу можна виділити три типи різноманітності:

· екосистеми і ландшафти (різноманітність місцеперебувань);

· види тварин, риб, рослин, грибів, лишайників і бактерій (різноманітність видів);

· генофонд (генетичне різноманіття).


Особливий інтерес представляють сільськогосподарські види, не схожі на природні, а тому унікальні за своєю генетичною конституцією. Ці види часто штучно створені, тобто обмежені в поширенні одним районом. їхня елімінація може означати ще більшу втрату глобального біорізноманіття [66].


Продукція аквакультури та рибництва є істотним чинником глобальної продовольчої безпеки, що дає значні можливості проживання і доходу для безлічі людей, котрі живуть завдяки рибальству та фермерству. Світове багатство рибних генетичних ресурсів являє собою величезний потенціал, який дає змогу сектору аквакультури та рибальства зробити значний внесок у забезпечення продовольчої безпеки і розв'язання майбутніх проблем, що стосуються харчування зростаючого населення. Однак, незважаючи на те, що згідно з оцінками до 2030 р. для задоволення глобального попиту буде потрібно додатково 45 млн т риби на рік, можливості, які генетична різноманітність риби може запропонувати, залишаються в основному нереалізованими і невивченими [18, 49].


На даний час для багатьох видів риб, головним чином завдяки використанню методу електрофорезу білків, вдалося отримати велику кількість даних, які показали, що більшість видів риб складаються із угруповань, котрі різняться між собою за генетичною структурою. Саме вони є носіями того генетичного різноманіття, що сформувалося в процесі еволюції. Генетичне різноманіття кожного виду є джерелом його адаптивних можливостей до мінливих умов середовища. Тому як для ефективного використання, так і для збереження рибних ресурсів важливим і необхідним є благополучне існування таких угруповань. Під час популяційно-генетичних досліджень найбільш ідеальним «полігоном» для вивчення генетичних процесів є штучно підтримувані популяції, до яких, зокрема, можна віднести групи риб, відтворювані в рибоводних господарствах. Такі штучно підтримувані популяції  є сферою впливу для чинників еволюції, і, в багатьох випадках останні зумовлені вже існуючими в популяціях генетичними системами [1, 10, 18, 69]

Умовно виділяють у генетичній ієрархії такі рівні:

· окремої хромосоми (полігенні системи);

· окремого організму (системи схрещування);

· субпопуляції;

· популяції;

· надвидовий.


Центральне місце в цій ієрархії посідає субпопуляція, оскільки саме на її рівні проходять процеси адаптації до умов середовища, тобто процеси, які визначають виживання виду. Збереження генетичного різноманіття, тобто адаптаційного потенціалу, забезпечують: а) добір на користь гетерозигот; б) циклічний добір та протидія різноспрямованих векторів добору. Генетичні відмінності між субпопуляціями на внутрішньовидовому рівні значною мі​рою полягають у різниці частот алелів, наявних у більшості субпопуляції [18, 49, 62].

Генетична структура субпопуляцій у природних умовах може з часом зазнавати змін. Швидкість цього процесу за​лежить від чисельності субпопуляції, яка впливає на рівень інбридингу, дії добору, випадкового генетичного дрейфу, ізо​ляції та мутаційного процесу. Все це призводить до зменшення алельного і генотипного різнома​ніття субпопуляції, що проявляється у зниженні рівня частот гетерозиготних генотипів, сприяє зростанню частот гено​типів, які в локусах містять ідентичні за походженням алелі  [18, 37].

Адаптація виду відбувається на рівні складових виду - по​пуляцій, а їхня генетична мінливість визначає такі їхні харак​теристики, як чисельність, продуктивність, виживаність і за​гальна резистентність до хвороб. Саме популяції, як одиниці біоценозу, одночасно є і одиницями господарської діяльності, на які в першу чергу діють антропогенні чинники, пов’язані із веденням господарської діяльності. Зміни саме природної суті генетичної мінливості складно- структурованих популяцій риб, які проявляються у порушен​нях перерозподілу генетичної мінливості між внутрішньо- та міжпопуляційними рівнями, мають місце при веденні госпо​дарської діяльності людиною, що позначається на деструк​тивному впливові на генетичну структуру як популяції, так і генофонду в цілому. Тому ивчення і моніторинг генетичної структури популяції та її динаміки мають принципове значення для вирішення основних завдань раціонального ведення рибництва, за якого гармонійно будуть поєднані економіч​на користь та довготривале збереження генофонду риб, а в основі останнього повинен лежати принцип збереження ге​нетичного різноманіття популяції [38].


Держава своєю діяльністю також може зумовлювати змен​шення біорізноманіття. Виділення субсидій для сільського господарства, видобуток корисних копалин приводить до до​даткового завищення вигод для природоексплуатуючих видів діяльності порівняно зі збереженням живої природи, яке і так маловигідне. Тим самим створюється свідомо некоректна кон​куренція між різними варіантами розвитку конкретної ділян​ки. Суттєвою проблемою є і вибір державою економічної по​літики. Оскільки деградація навколишнього середови​ща, скорочення біорізноманіття не впливають на ці показни​ки, то держава може проводити політику проти стійкості при​родного середовища. Зменшення біорізноманіття спричиняє й інституційна неефективність. Біологічним ресурсам властиво виступати в ролі суспільного блага, до якого відкрито доступ [1,18].

У сучасних економічних умовах збереження біорізнома​ніття має доводити свої переваги в конкурентній боротьбі з альтернативними способами використання конкретної те​риторії, де є біологічні ресурси. До альтернативних способів можуть бути віднесені ведення сільського господарства, лі​созаготівлі, різні види будівництва тощо.

Для збереження біорізноманіття найбільш поширеними є дві групи заходів:
· пряме регулювання, коли держава створює відповідну правову базу та нормативне середовище, а також інституцій- ні структури (організації, відомчі підрозділи), відповідальні за збереження біорізноманіття та координацію своєї діяль​ності з іншими відомствами (економіки, сільського та лісо​вого господарства і т.д.);

· економічне стимулювання збереження біорізноманіття та його сталого використання.


Потрібно на національному та міжнародному рівнях зміц​нювати потенціал у сфері оцінки, вивчення і систематичного спостереження та оцінки біологічного різноманіття. Необ​хідні ефективні національні заходи і міжнародне співробіт​ництво для охорони екосистем in-situ, охорони біологічних і генетичних ресурсів ex-situ і для поліпшення функціонування екосистем.

Останні досягнення в галузі біотехнології продемонстру​вали важливе значення генетичного матеріалу, носіями яко​го є рослини, тварини, риби і мікроорганізми, для сільсько​го господарства, охорони здоров’я, добробуту населення та охорони навколишнього середовища. Водночас у цьому кон​тексті особливо важливо підкреслити, що Україна володіє су​веренним правом експлуатації своїх власних біологічних ре​сурсів, а також несе відповідальність за збереження їхнього біологічного різноманіття, сталого використання своїх біо​логічних ресурсів і забезпечення того, аби здійснювана під її юрисдикцією чи контролем діяльність не завдавала шко​ди біологічному різноманіттю інших держав світу [1, 2, 18].
1.2. Теоретичні засади використання молекулярно-генетичних маркерів у 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.

Багато сучасних ДНК-технологій є трудомісткими і вимагають наявності дорогого устаткування та реактивів, створення спеціальних умов та високої кваліфікації дослідників. Проте, наразі, розроблено низку методів ДНК-тестування, які є придатними для проведення масового скринінгу тварин у звичайній генетико-біохімічній лабораторії [49]. Першими молекулярними маркерами були маркери на основі білкового поліморфізму, аллозими (ізоферменти) – спадкові форми ферментних білків, поліморфізм яких виявляється за допомогою електрофоретичного розділення з наступним гістохімічним фарбуванням гелей [17]. Незважаючи на швидкий розвиток методів аналізу ДНК, ізоферменти залишаються дуже корисними генетичними маркерами, оскільки з їхньою допомогою можна отримати повну генетичну інформацію за короткий час і при порівняно невеликих затратах матеріальних ресурсів. Вони залишались єдиними молекулярними маркерами майже до 1980 р., коли було запропоновано маркери, основані безпосередньо на поліморфізмі ДНК. До 1988 р. поліморфізм ДНК-маркерів був невеликим (ПДРФ і мінісателіти). Але з відкриттям ПЛР ситуація змінилася, і на сьогодні існує велика кількість найрізноманітніших ДНК-маркерів, які різняться інформативністю [18, 49].
При вивченні ставових риб постає завдання порівняльної характеристики та ідентифікації порід, ліній і стад різних зон ведення рибництва. Характеристика породних груп ставових риб методами біохімічної генетики дозволяє виявляти шляхи їхнього походження, визначати ступінь генетичної подібності та ступінь інбридингу, а також відкриває перспективу вивчення еволюційно-генетичних закономірностей та механізмів процесу доместикації риб [31, 39].

Генетика поліморфних білків виникла завдяки класичним, тепер, роботам Маркерта із співавторами [41, 56]. За допомогою методів біохімічної генетики стало можливим отримання інформації щодо генних продуктів на будь-якому рівні – від молекулярного до видового (популяційного). Розвиток генетики поліморфних білків дозволяє вивчати мінливість генетичної структури за різних умов відбору, виявляти специфічні особливості генетичної структури груп тварин різних порід одного виду та в межах однієї породи з різних регіонів. Особливо важливим є використання генетично детермінованого поліморфізму білків для паспортизації тварин, адже успіх селекційної роботи залежить від їхньої ідентифікації [18, 49].

Молекулярно-генетичні маркери, які основані на виявленні поліморфізму кодуючих ділянок структурних генів, мають такі властивості: алельні варіанти завжди пов’язані зі зміною нуклеотидної послідовності в екзонах – найконсервативнішій частині геному; зазвичай, відома хромосомна локалізація генів; досліджувані білки традиційно мають добре вивчену біохімічну функцію; зміна електрофоретичної рухливості білку відображає зміну його заряду – характеристика, що перебуває, як правило, під контролем факторів добору. Отже, генетично детермінований поліморфізм білків є маркером одночасно структурного гена, сегмента хромосоми, де він локалізований, ланки в метаболічному ланцюзі, яку він контролює, а також змін електрохімічних характеристик макромолекулярних структур, в яких він бере участь.

Вивчення рибогосподарських об’єктів потребує отримання кількісних оцінок популяційно-генетичних параметрів, що є можливим за використання молекулярно-генетичних маркерів. Використання поліморфізму біохімічних маркерів дає змогу контролювати біохімічні процеси загального метаболізму – мішеней добору. Зміна поліморфізму біохімічних маркерів у зв’язку із впливом будь-яких факторів добору свідчить водночас і про зміну генетичної детермінації контролю конкретного біохімічного шляху. Білки є маркерами конкретних структурних генів. Алельні варіанти білків успадковуються кодомінантно, їхній склад не залежить від умов життя організму і порівняно легко визначається за допомогою електрофоретичного розділення. 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 [47].

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.

Алельні варіанти поліморфних генів використовуються для маркерування порід, стад, а також нащадків індивідуальних схрещувань коропа, що є особливо важливим для удосконалення племінної справи і селекції риб [17, 34].
Основним об’єктом риборозведення в Україні був і залишається короп [42, 50]. Короп звичайний (Cyprinus carpio L.) є надзвичайно поліморфним видом. Із вивчених більш ніж 44 локусів (23 білків і ферментів) поліморфним, хоча б в одній популяції, виявлявся 21 локус [17]. Найбільш пластичний в екологічному і еволюційному плані, короп є найбільш мінливим і в генетичному відношенні, що свідчить про зв’язок екології виду з його генетичною структурою [17]. Порівняльний аналіз біохімічного поліморфізму порід коропа та його дикого предка, сазана, дає цінну інформацію щодо генетичних закономірностей еволюції в природних і штучних популяціях, а також про вплив одомашнення на генофонд виду. Електрофоретичні варіанти поліморфних білків є зручними генетичними маркерами і виявляються корисними в селекційно-племінному рибництві [49]. Різноманітні білки та ферменти у риб відрізняються різним рівнем мінливості. До найбільш мінливих відносяться трансферин, альбумін крові та естерази [17].
Трансферин (TF) – білок, здатний зв’язувати один атом трьохвалентного заліза, приймає активну участь у розподілі та регулюванні заліза в організмі. Особливо важливу роль трансферин відіграє в активному поділі клітин, наприклад при кровотворенні. У всіх досліджених видів риб, у тому числі й тетраплоїдів, трансферин контролюється одним геном [17].

За поліморфізмом трансферинового локусу сироватки крові у нивківського коропа виявлено 11 генотипів трансферинів, які контролюються шістьма алелями. Наявність алелю Tf  D вказує на далекий зв’язок нивківського лускатого коропа з амурським сазаном [18]. У китайських коропів описано шість алельних варіантів локусу трансферину. У роботах інших вчених зустрічались дані щодо великої кількості генотипів трансферину (не менше 23) у амурського сазана (Cyprinus carpio haematopterus) [17, 49]. Деякими авторами описано тільки один додатковий (крім А, В, С) алель D за локусом трансферину в амурського сазана. У далекосхідного сазана спостерігається висока концентрація алелю Tf D (0,64), тоді, як у європейських популяціях сазана й коропа цей алель зустрічається рідко [17]. 

У типу парської породи коропа з розкиданою лускою виявлено 7 алелів трансферину: A, B, C, C'', D, Y, Z. Як і московський лускатий короп, короп з розкиданою лускою характеризується високою частотою Tf В (0,215-0,359). Рідкісними є алелі Tf Y і Tf Z [17, 18, 49]. 

У коропів любінського внутрішньопородного типу за локусом трансферину з усіх алельних варіантів (А, В, С1, С2, D) з найбільшою частотою присутні Tf С1 та Tf С2 [36]. Найбільшу частоту Tf С1, порівняно з іншими алелями за локусом трансферину, виявлено також у лускатих і малолускатих коропів української селекції [37]. В українських рамчастих коропів виявлено малопоширений алельний варіант Tf F, який зустрічався з низькою частотою – 0,014 [38]. За літературними даними, Tf D найчастіше зустрічається у сазана і коропо-сазанового гібриду, а також у помісного рамчастого коропа, в спадковій основі якого присутній галиційський та любінський короп [17].

Отже, різний рівень розподілу алельних частот за локусом трансферину свідчить про специфіку генетичної структури досліджуваних порід. Локус трансферину можна вважати інформативним для виявлення внутрішньопородних генетичних відмінностей в українських порід коропа.

Багато авторів при вивченні білкового поліморфізму намагались виявити прямий кореляційний зв’язок генотипів локусу трансферину з господарсько-цінними ознаками у риб з метою застосування їх в якості генетичних маркерів продуктивності [1, 17, 49].
Існування зв’язку між типами TF і деякими продуктивними ознаками у коропа має важливе значення для використання даних біохімічної генетики не тільки для генетико-популяційних досліджень, але і для практичних цілей селекції [1, 49]. Відмічається сильний зв’язок між типами TF і коефіцієнтом вгодованості у плідників [57].
За літературними даними, стосовно екстремальних температур, більш стійкішими були коропи з генотипами АС і СС за локусом Tf, а менш – з Tf АА і АВ [59]. Виявлено підвищення частоти алелю Tf А і зниження Tf D у риб, стійких до кисневого голодування [40]. Ропшинські коропи з алелем Tf С мають більш високу зимостійкість, ніж особини з Tf А [64]. Коропи, гетерозиготні за трансфериновим локусом, мають більш високий темп росту, ніж гомозиготні риби [49]. У статевонезрілих коропів виявлено зв’язок довжини, маси і особливо індексу маси тіла з рівнем гетерозиготності за генетико-біохімічними локусами. Позитивний зв’язок індексу маси тіла з гетерозиготністю виявлено у однорічок, а негативний – у нестандартних за розміром цьоголіток коропа, що потребує врахування даної закономірності при масовому відборі риб за швидкістю росту на ранніх етапах розвитку [65].  

Таким чином, використання генетико-біохімічних систем в якості маркерів продуктивних ознак потребує довготривалої планомірної роботи в напрямку пошуку корелятивних зв’язків з конкретними породними лініями, стадами коропів, а, головне, для цього необхідний чіткий селекційно-племінний облік у рибництві.

Фермент метаболізму екзогенних субстратів – естераза – каталізує реакції гідролізу і синтез складних ефірів. Успадковуються естерази за кодомінантним типом без утворення гібридних молекул. Поліморфізм за локусом сироваткових естераз зустрічається дуже часто. Естерази у риб є одними з найбільш поліморфних систем [67, 68]. Поліморфізм естерази у коропів було виявлено та описано у плазмі крові [17, 49, 63] і м’язах. В еритроцитах коропів виявлено чотири алеля естерази, два з них поліморфні [49]. У плідників ліній білоруського коропа описано трьохалельну систему швидкої естерази сироватки крові [62]. У румунських (дзеркальних і лускатих) та німецьких коропів виявлено два локуси естеразної активності – швидкий (Est-1) і повільний (Est-2). Локус Est-1 є поліморфним, з трьома генотипами – АА, АВ і ВВ. Локус Est-2 – мономорфним [66]. Локус естерази у московського типу парської породи коропа контролюється двома локусами, в яких виявлялись, крім описаних в літературі, й рідкісні алельні варіанти – Est-1 (a, b, c, z) та Est-2 (0, a, b, c), що свідчить про високий рівень його генетичної мінливості [39].

Альбумін (ALB) – один із основних білкових компонентів сироватки крові. Сироватковий альбумін синтезується в печінці. Альбуміни виконують транспортну функцію, переносячи органічні сполуки до тканин, є джерелом азоту для побудови білків [55]. За локусом ALB у румунських (дзеркальних і лускатих) та німецьких коропів відмічається два електрофоретичні компоненти – А та В. З трьох теоретично очікуваних генотипів ALB виявлялись два варіанти: АА та АВ, окрім ВВ. У місцевого та румунського (дзеркального і лускатого) коропів значно переважала частота алельного варіанту А (0,83–0,95). Аналіз алельних частот за локусом ALB показав, що у найбільш врівноваженому стані перебуває німецька породна група [53]. В українських лускатих і малолускатих коропів локус ALB представлений двома алельними варіантами А і В з генотипами АА, АВ і ВВ у малолускатих, АВ і ВВ – у лускатих коропів. У них виявлено генетично неврівноважений стан за локусом альбуміну через надлишок гетерозигот АВ і нестачу гомозигот ВВ [57].

Ферментна система малатдегідрогеназа (НАД-залежна MDH, К.Ф.1.1.1.37) включається у цикл трикарбонових кислот, що є важливим у метаболічному ланцюзі. MDH регулює рівень окисно-відновного потенціалу клітини – важливого фактору клітинного гомеостазу [56]. Найбільш детально поліморфізм локусу MDH коропа описано в працях Валенти. Поліморфізм локусу MDH відмічено в популяціях амурського та дунайського сазанів, а також у естонських коропів [29]. У коропів поліморфізм за цим локусом підтверджується, також, ізраїльськими вченими [59]. За алозимним маркером MDH у голандського коропа виявлено рідкісну алель, яку виявляли лише у вихідної форми в’єтнамського коропа [58]. 

Супероксиддисмутаза (SOD, К.Ф. 1.15.1.1) є основним ферментом захисту від отруєння тканин організму киснем, каталізує видалення токсичних супероксидних радикалів. У коропа SOD є поліморфною. Важається, що цей фермент контролюється двома локусами Sod-1 і Sod-2 [29]. В останньому з них зустрічається нульовий алель, який обумовлює в гомозиготному стані відсутність двох алелів з великою молекулярною масою. У м’язах SOD проявляється слабо, а в сироватці крові активність SOD практично відсутня. Іншими авторами у різних ліній казахстанського коропа виявлено трьохалельну АВD-систему за локусом SOD. У деяких ліній переважав алельний варіант Sod В [38]. 
Генетичний поліморфізм проявляється на різних рівнях мінливості (організменному, клітинному, молекулярному), вивчення яких передбачає використання різних методичних підходів. Всі види генетичного поліморфізму мають біохімічну основу, однак у вузькому розумінні цього поняття під біохімічним поліморфізмом розуміється наявність в одній і тій самій популяції різних молекулярних форм білку. У багатьох природних популяціях біохімічний поліморфізм виявляють більше 30 % з числа вивчених генетичних локусів.

Поширення білкового поліморфізму в популяціях дозволяє використовувати його варіанти в якості маркерів в різних генетичних дослідженнях [59]. Проте, у селекційній практиці застосування цих маркерів має обмежений характер, що обумовлено низьким ступенем біохімічного поліморфізму багатьох сільськогосподарських тварин, в тому числі і риб. Обмеженість методу використання генетико-біохімічних маркерів обумовлена тим, що більшість з них представлені у популяції лише двома-трьома варіантами і тому, як правило, не можуть повною мірою відображати більш широкий поліморфізм зчеплених з ними генів, що беруть участь у формуванні кількісних ознак. Для ефективного використання у селекційній роботі з рибами необхідним є застосування генетичних маркерів, представлених у популяціях множинними алелями, причому для кожного виду бажано мати кілька поліморфних локусів.

1.3. Використання ДНК-маркерів для контролю генетичної структури
Наразі особливої актуальності набувають завдання пошуку нових підходів до удосконалення існуючих порід, в умовах сучасного ведення рибництва, які повинні охоплювати високий потенціал продуктивності й пристосованість до промислових технологій. Це пояснюється збільшенням ролі селекції, яка спрямовано змінює ознаки та властивості тварин. Застосування селекційних програм схрещування та гібридизації є одним з методів підвищення генетичного потенціалу продуктивності риб. Цим зумовлена актуальність всебічного вивчення генетичних особливостей, насамперед існуючих в Україні внутрішньопородних типів коропа, зокрема, за використання методів молекулярної генетики. Аналіз літературних джерел показує, що генетичні особливості внутрішньопородних типів українських коропів та їх зв’язок з різними сторонами продуктивності наразі вивчено недостатньо. 
Використання маркерних генів для контролю генетичної структури риб вже увійшло в практику рибництва багатьох країн [60, 61]. 

На сьогодні найбільш актуальним завданням є розробка та впровадження елементів геномної селекції у рибництві, що включає практичні аспекти генетичного моніторингу. Однією з основних задач генетичного моніторингу є підтримка в стадах генетичного різноманіття, що є необхідною умовою для якісної та результативної селекційної роботи. Вирішення цих завдань потребує, як узагальнення світового досвіду, так і проведення спеціальних досліджень за використання генетичних маркерів риб. 

На сьогодні існує багато методів оцінки генетичної мінливості в популяціях тварин. Найбільш перспективними та надійними вважаються молекулярно-генетичні підходи, основані на вивченні поліморфізму ДНК. 

Для геномного аналізу здебільшого використовують три типи маркерів: функціональні гени, сегменти ДНК з невідомими функціями та успадковані хромосомні маркери. Маркерні гени є особливо важливими для типування ознак, які фенотипово виявляються відносно пізно або лише в однієї статі, а також ознак, на прояв яких впливають негенетичні фактори [65]. 

В останні роки найбільш перспективними для популяційно-генетичних досліджень в аквакультурі є різноманітні молекулярні маркери, особливо SSR або мікросателіти – короткі тандемні повтори, ISSR – ділянки геному між мікросателітними локусами, RAPD – поліморфізм довжин випадкової ампліфікації фрагментів ДНК, RFLP – поліморфізм довжин рестрикційних фрагментів, AFLP – поліморфізм довжин ампліфікованих фрагментів. 

Для оцінки специфіки внутрішньо- та міжпородної диференціації найпродуктивнішим вважається комплексний аналіз з використанням, як біохімічних маркерів з відомою біохімічною функцією, так і високополіморфних маркерів анонімної ДНК [17, 60].

Поліморфізм білків і ДНК, зазвичай, доповнюють один одного в залежності від поставлених завдань, узагальнення з біохімічної генетики можуть виявитися корисними у виявленні ролі природного відбору, що обмежує розмах деяких ДНК-поліморфізмів. Ю.П. Алтухов (1989) підкреслює, що у розумінні специфіки генетичних процесів, які відбуваються при відтворенні популяційних генофондів у часі і просторі, молекулярна генетика популяцій ще далека від того рівня, який досягнений біохімічною генетикою, як методологічно більш зрілою областю науки. Незважаючи на це, одночасне використання білкових і різноманітних ДНК-маркерів, дозволяє отримати якісно нову інформацію щодо внутрішньовидової генетичної диференціації з оцінкою ролі природного відбору у підтримці генетичного поліморфізму [57].

Основні завдання досліджень полігенної основи реалізації господарсько-цінних ознак у сільськогосподарських тварин пов’язані з необхідністю підбору оптимальних комплексів молекулярно-генетичних маркерів для ідентифікації порід, оцінки генеалогічних зв’язків, пошуку молекулярно-генетичних маркерів, асоційованих з бажаними ознаками, які зазнають дії факторів штучного і природного відбору.

Сильним поштовхом для створення нових типів ДНК-маркерів стало винайдення Кері Мюллісом в 1983 р. методу ампліфікації in vitro певних ділянок ДНК в процесі повторюваних температурних циклів полімеразної ланцюгової реакції. Метод ПЛР дозволяє швидко, з невеликими затратами матеріальних ресурсів і часу, отримати більше 10 млн. копій певної послідовності ДНК, яка спочатку представлена однією або декількома молекулами. З 1994 р. в практику молекулярного маркерування увійшов ISSR-PCR аналіз. Основою методу є полімеразна ланцюгова реакція з олігонуклеотидним праймерами, комплементарними мікросателітним повторам (4-12 одиницям повтору), які мають на 3'- або 5'-кінці послідовність з двох-чотирьох довільних нуклеотидів (так званий "якор"), що забезпечує специфічне приєднання праймера до матричної ДНК [60].

Генетична система міжмікросателітного аналізу (ISSR), запропонована Евою Зіткевич, як метод фінгерпринтного аналізу будь-яких біологічних об’єктів [62]. Вона характеризується вищими характеристиками відтворюваності результатів ДНК-аналізу, порівняно з RAPD технологією, завдяки довжині праймерів порядка 18–20 п.н. та високій температурі їхнього випалювання в полімеразній ланцюговій реакції. Такі праймери дозволяють ампліфікувати фрагменти ДНК, які знаходяться між двома досить близько розташованими мікросателітними послідовностями (як правило, це унікальна ДНК). В результаті ампліфікується велика кількість фрагментів, представлених на електрофореграмі дискретними смугами (ISSR-фінгерпринтинг). Отримані паттерни ПЛР-продуктів є видоспецифічними [62, 63]. ISSR-маркери також відносяться до маркерів домінантного типу успадковування, поліморфізм яких тестується за наявністю/відсутністю фрагмента. Створення ISSR-маркерів не потребує попереднього знання нуклеотидної послідовності досліджуваної ДНК. Метод має добру відтворюваність і може успішно використовуватись для картування геномів і маркерування господарсько-цінних ознак, виявлення міжвидової та внутрішньовидової генетичної мінливості, ідентифікації видів, популяцій, ліній, а в деяких випадках і для індивідуального генотипування [17, 50].
Доцільним є вибір маркерних систем, що базуються на виявленні мікросателітних повторів, як зручних методів оцінки мінливості сільськогосподарських тварин, що виникає не лише внаслідок мейотичних рекомбінацій, а й у результаті селекційного тиску, процесів породного становлення, природної адаптації, генетичного дрейфу. Завдяки високому рівню поліморфізму ISSR-локусів дослідник отримує цінну інформацію про певні генетичні зміни в популяціях під дією природного і штучного відбору.  

Методом ДНК-типування порід коропа вченими інших країн останніми роками виявлено високу геномну варіабельність деяких європейських (Угорщина) та азіатських (Китай) порід з використанням таких молекулярних маркерів, як RAPD-маркери та мікросателіти [57, 60]. 

В літературі зустрічаються дані щодо дослідження місцевих і європейських порід коропа методом мультилокусного геномного типування (RAPD-PCR) [65, 66]. За використання чотирьох праймерів отримано дані щодо генетичного різноманіття в 12 популяціях та лініях 7 російських порід коропа, європейського угорського коропа та амурського сазана. Найбільшу кількість поліморфних локусів зареєстровано у ангелінського коропа, а також у вибірках алтайського коропа та амурського сазана (23,8–18,7 %), а найменшу (12,8 %) – в лінії ВВ роп​шинського коропа. Індекс генетичної мінливості виявився високим (11 %) у амурського сазана, алтайських та ангелінських коропів, а у інших порід цей показник варіює від 4 до 8 % [67].

Значний рівень диференціації спостерігався при вивченні популяційно-генетичної мінливості у п’яти популяціях дзеркального коропа (Cyprinus carpio) з використанням 30-ти мікросателітів, для кожного локусу ампліфіковано 1–16 алелів. Загалом, у популяціях виявлено 356 алелів. Коефіцієнт генетичної подібності між популяціями виявився вищим, ніж 0,52 [644]. Ізольовано 9 тринуклеотидних мікросателітів (CАG і CCT) у сріблястого карася (С. auratus), як представника коропових риб, з кількістю алелів/локусів – 2–6. За п’ятьма локусами виявлено значний надлишок гомозиготності [17].

Аналіз генетичного різноманіття серед популяцій товстолобика, який належить до коропових, з використанням 30-ти мікросателітних маркерів виявив за кожним локусом від 1 до 10 алелів. В п’яти популяціях 25 локусів поліморфні. Генетична подібність між ними становить 0,846–0,914 [46].

За використання п’яти мікросателітних локусів вивчено генетичну структуру і генне різноманіття різновидностей дзеркального коропа Китаю. Всі досліджені локуси були високополіморфними із загальною кількістю алелів від 4 до 13 [57].

Застосування молекулярно-генетичних маркерів набуло особливого значення у процесі дослідження генофондів об’єктів сільськогосподарського культивування. У багатьох випадках використання локальних порід у сільськогосподарській практиці повністю себе виправдовує у зв’язку з їхнім високим потенціалом резистентності до широкого спектру стресових впливів (захворювань, низької якості кормів та ін.). Очевидно, що в збереженні генофондів локальних порід, в тому числі й риб, першим принципово необхідним етапом є виявлення породоспецифічних особливостей їхньої генетичної структури. Із цією метою широко використовуються різні покоління молекулярно-генетичних маркерів, що виникають у процесі розвитку молекулярної генетики. 

Використання, в якості маркерних систем, поліморфних послідовностей нуклеотидів у молекулі ДНК, що дозволяє тестувати генетичний поліморфізм не на рівні продуктів експресії гена, а на рівні геному, видається перспективним. Результати ISSR-PCR аналізу можуть використовуватись у селекційному процесі для ідентифікації порід, підбору пар для схрещування. Перевагою ISSR-PCR відносно RAPD є висока відтворюваність результатів, а порівняно з AFLP проведення ISSR- PCR потребує менших затрат праці та засобів.

Українськими науковцями відзначається важливість досліджень об’єктів рибництва методами ДНК-маркування [1, 17, 49]. Але, наразі, такі дослідження з об’єктами прісноводної аквакультури, зокрема короповими, є поодинокими. Тому, особливо актуальним та своєчасним, є проведення моніторингових досліджень з контролю генетичної структури племінних стад коропа та отримання нових господарсько-цінних генотипів із впровадженням у повсякденну практику рибогосподарських досліджень новітніх досягнень молекулярної генетики, зокрема елементів геномної селекції, а також збереження генофонду та закріплення генетичного потенціалу малопоширених масивів коропа з наступною державною апробацією окремих типів, зокрема антонінсько-зозуленецьких [54, 55].
1.4. Поліморфізм молекулярно-генетичних маркерів  та їх використання в генетичних дослідженнях 
Дослідження молекулярно-генетичного поліморфізму, як структурних генів, так і окремих анонімних локусів ДНК у різних видів сільськогосподарських тварин, необхідні для вирішення питання накопичення в популяціях тварин гетерозиготності та зміни консолідації окремих груп чи порід. Ці маркери дають можливість проводити моніторинг при селекційній роботі з новими типами та лініями з метою отримання генотипів з чітко визначеними показниками [17, 49, 58].

Новий методичний підхід дослідження поліморфізму ДНК, виявлення ДНК-маркерів може бути використаний при вивченні еволюції геному, визначення спектру генетичної мінливості і перевірці успадкування поліморфних варіантів та дозволяє, від вивчення білкових продуктів структурних генів перейти до дослідження поліморфізму самих генів. Часто повторювані послідовності ДНК (сателіти, міні- та мікросателіти) мають, в цілому, більш високу варіабельність, ніж структурні гени і використовуються для між- і внутрішньовидового генотипування. Розробка методів генетичного маркування тварин, за послідовностями ДНК, що повторюються, є важливим завданням у зв'язку з реалізацією програм із збереження генетичних ресурсів. Отримані цим методом дані вже використовуються для підтвердження видової належності лососевих та осетрових риб [10, 17].

В Україні окремими науковими працями [17, 18] показана важливість досліджень об’єктів рибництва методами ДНК-маркування, які на даний час, у прісноводній аквакультурі є поодинокими. Важливість досліджень генетичної структури популяцій риб обумовлена не тільки економічними мотивами, а й біологічними. Як було показано результатами досліджень [17, 49],  для збереження генетичних ресурсів риб вирішальним є підтримка у чистоті їх популяцій. 

Загальновідомо, що зменшення генетичного різноманіття популяції призводить до зниження її адаптивних властивостей, а відповідно виродження та розпаду під дією стресових факторів. Тому, зменшення чисельності та рівня генетичної мінливості актуалізує проблему збереження, відновлення і раціонального використання їх генетичних ресурсів. 

Метод специфічної ампліфікації ДНК дозволяє вивчати поліморфізм в різних класах повторюваних послідовностей, зокрема міні- та мікросателітних (анг. simple sequence reapeat – SSR) [57].

Надійність та інформативність методу SSR-ампліфікації ДНК підтверджується різноманіттям сфер його застосування: оцінка типічності та гібридності, паспортизація, ідентифікація генотипів, маркірування та картування важливих генів локусів кількісних ознак SSR-маркери – основа в технологіях відбору за допомогою маркерів [57]. Просторове розміщення мікросателітів – тандемне, довжина незначна (2-6 нуклеотидів). Тандемні повторювані послідовності довжиною більш як 10 нуклеотидів називають мінісателітами: їх також застосовують у генетиці риб, однак мікросателіти вважаються більш характеристичними молекулярно-генетичними маркерами [18, 35].

Мікросателіти часто виявляються локусами, здатними до швидких мутацій, що дозволяє ефективно використовувати їх для виявлення розбіжностей між спорідненими популяціями у рибництві. 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 [17].

Аналіз генетичного різноманіття серед популяцій товстолобиків річки Янцзи з використанням 30-ти мікросателітних маркерів виявив за кожним локусом від 1 до 10 алелів. В п’яти популяціях 25 локусів поліморфні. Генетична подібність між ними становить 0,846-0,914 [1, 18].
Таким чином, на даний час для геномного аналізу використовують три типи маркерів: функціональні гени, сегменти ДНК з невідомими функціями і успадковані хромосомні маркери [49]. Маркерні гени особливо важливі для ознак, які фенотипово виявляються відносно пізно або лише в однієї статі, а також для ознак, на прояв яких роблять вплив негенетичні фактори (фактори навколишнього середовища). Використання зчеплених маркерних генів може застосовуватися як для діагностики генів спадкових захворювань, так і для виявлення важливих для рибництва генів.

На підставі даних, приведених в огляді, можна прогнозувати появу в найближчому майбутньому цілого набору зручних ядерних маркерів, що дозволить виконувати діагностику міжпородних гібридів не тільки першого, але і подальших поколінь. Таким чином, ефективність наукової роботи у рибництві з використанням молекулярно–генетичних маркерів значною мірою залежить саме від обґрунтованого вибору адекватної методики, яка з одного боку відповідатиме вимогам експерименту, а з іншого матиме виправданий трудовий та економічний ресурс.

Молекулярно-генетичні маркери дозволяють одержувати інформацію про поліморфізм генів і досліджувати, які варіанти окремих генів і генних ансамблів мають переважне поширення у групах організмів, що несуть бажаний комплекс ознак у конкретних умовах середовища. На основі такої інформації можна спрямовано формувати генофонди з необхідними генними поєднаннями.

Багато сучасних ДНК-технологій є трудомісткими і вимагають наявності дорогого устаткування і реактивів, спеціальних умов та високої кваліфікації дослідників. Проте розроблено ряд методів ДНК-тестування, які цілком придатні для проведення масових аналізів тварин у звичайній біохімічній лабораторії [18].

Для оцінки рівня мінливості використовують молекулярно-генетичні підходи, серед яких найпоширенішими є методи на основі полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Розповсюдженню методів ДНК-аналізу в популяційно-генетичних дослідженнях риб сприяє можливість з їх допомогою визначати генотипи риб прижиттєво, достатню кількість ДНК можна отримати з луски, декількох крапель крові або з будь-якої тканини організму [18]. 

Незважаючи на очевидні переваги молекулярно-генетичного аналізу, ДНК-маркери дотепер не отримали масового поширення при дослідженні геному тварин (особливо це стосується генетичних і генетико-селекційних досліджень у рибництві) і досі існує необхідність їх створення, дослідження та використання для вирішення різних генетичних завдань.

1.5 Висновки до розділу

В даному розділі розглянуто актуальність збереження генетичних ресурсів в Україні та світі. Останні досягнення в галузі біотехнології продемонстру​вали важливе значення генетичного матеріалу живих організмів. З’ясовано, що 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.

Незважаючи на очевидні переваги молекулярно-генетичного аналізу, ДНК-маркери дотепер не отримали масового поширення при дослідженні геному тварин, тому своєчасним та актуальним є необхідність проведення таких досліджень та використання їх для вирішення різних генетичних завдань. Із цією метою широко використовуються різні покоління молекулярно-генетичних маркерів, що виникають у процесі розвитку молекулярної генетики. 

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Характеристика об’єкту дослідження

 Серед різноманітних організмів, риби є найбільш зручний для генетичних досліджень об’єкт. 
Короп звичайний (Cyprinus carpio) – поширена прісноводна промислова риба родини коропових. У кліматичних умовах України статевозрілим стає у південних районах на третьому-четвертому роках життя, у Поліссі - Лісостепу - на четвертому-п'ятому. Одомашнена форма цієї риби є одною з найпоширеніших промислових риб в рибних господарствах помірного поясу. В Україні виведено 2 породи: українська луската і українська рамчаста та 3 типи в межах порід.

Короп характеризується високою швидкістю росту, яка значною мірою залежить від факторів зовнішнього середовища, насамперед від повноцінності годівлі, щільності посадки, температури води у водоймі і вмісту в ній кисню. За сприятливих кліматичних умов і зрідженій  посадці   цьогорічки    коропа досягають    маси 0,5 кг,   дворічки – 1,5 кг,   трирічки – 3 кг. За   даними М.В. Гринжевського, який узагальнив світову літературу, у багатьох країнах окремі фахівці вирощують протягом 6–ти місяців цьогорічок коропа масою 500–800 г, що свідчить про високий, детермінований генетично, потенціал росту коропа [18, 42].

Висока пластичність коропа дозволяє вирощувати його разом з рослиноїдними рибами, що дозволяє на 30–40% підвищити рибопродуктивність водойм. Це зумовлено гідробіологічними особливостями водойм, природні корми в яких представлені зообентосом, зоо– і фітопланктоном та вищою рослинністю. Короп, потреба якого в поживних речовинах приблизно на 80% забезпечується за рахунок споживання штучних кормів, в основному споживає лише зообентос, а решта природних кормів при вирощуванні коропа в монокультурі не використовується. Тому при вирощуванні рослиноїдних риб разом з коропом вони споживають природні корми, які не використовує короп. В живленні коропа в основному переважають донні організми (личинки комах, малощитинкові черви, молюски), білий товстолоб – споживає всі види планктонних водоростей, білий амур – водну рослинність [18, 42].

Основним об’єктом ставового рибництва в Україні є українські породи коропів (лускаті та рамчасті), створені Українським науково–дослідним Інститутом рибного господарства в період з 1930 по 1956 рік. 

Українську лускату породу коропа створено методом відтворювального схрещування малолускатих і лускатих коропів галиційського походження з наступною селекцією лускатих форм на фоні сприятливих умов утримання (рис. 2.1). ЇЇ затверджено наказом Державного комітету по рибному господарству при РНГ СРСР від 11 березня 1963 р. № 45. Автори породи – О.І. Кузьома, В.Л. Рощук, В.О. Кононов, С.І. Гриневич, С.І. Яроцький, А.А. Божок, П.Я. Бишовець [18].

Коропи цієї породи культивуються в степовій, лісостеповій і частково поліській грунтово-кліматичних зонах України.
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Рис. 2.1. Українська луската порода коропа
Генофонд української лускатої породи складається із 50 % спадкових ознак лускатого і 50 % дзеркального галиційського коропа. За продуктивними ознаками український лускатий короп порівняно з дзеркальним галиційським (контрольна група на час породовипробування) на другому році життя переважає за темпом росту на 17 %, має вищий вихід з нагулу на 24 %, краще використовує природну кормову базу і забезпечує на 46 % більшу продуктивність при екстенсивному веденні рибного господарства. 
Лускатий покрив коропів детермінується двома незчепленими аутосомними генами в гомозиготному стані. За характером розміщення та розміром луски цей короп нагадує сазана, але має світліше забарвлення. Зміщення луски, показника відхилення від породного стандарту, не спостерігається; за тілобудовою відноситься до високоспинних типів (відношення найбільшої висоти тіла до промислової довжини становить 2,25–2,65 (із добре розвиненими м’ясними формами екстер’єру). Спина широка, товста, з характерним напливом над головою.
Основні діагностичні (кількісні) ознаки на другому році життя варіюють у таких межах: лусок у боковій лінії – 38±0,3; лусок над боковою лінією – 6,1±0,1; лусок під боковою лінією – 6+0,1; променів у спинному плавці – 19,4±0,2; променів у анальному плавці – 6±0; тичинок на першій зябровій дужці – 25,6±0,3, пелюсток на першій зябровій дужці – 77±0,9 і хребців – 36±0,1 [18, 42].

Український лускатий короп має міцну будову тіла і стійко передає у спадок свої господарські та біологічні властивості. Самиці лускатого коропа здебільшого використовуються як плідники у віці 5–10 років, а самці – у віці 4–9 років. Вихід одноліток з вирощувальних ставів коливається в межах 65–70 %.

Українську рамчасту породу коропа затверджено наказом Державного комітету по рибному господарству при РНГ СРСР від 11 березня 1963 р. № 45. Український рамчастий короп (рис. 2.2) створено колективом авторів, до складу якого входили: О.І. Кузьома, В.Л. Рощук, В.О. Кононов, С.І. Гриневич, С.І. Яроцький, А.А. Божок, П.Я. Бишовець. Коропи цієї породи займають ареал степової, лісостепової і частково поліської зон України. 
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Рис. 2.2. Українська рамчаста порода коропа
У процесі створення породи використано метод відтворювального схрещування малолускатого і лускатого коропів галиційського походження з наступною селекцією рамчастих форм за сприятливих умов утримання.
Український рамчастий короп є найбільш продуктивним і витривалим щодо умов існування серед усіх малолускатих форм. Він має повний ряд розгалужених променів у спинному і анальному плавцях. Луска дзеркального типу, як правило, розміщується у вигляді рамки вздовж спини, біля голови і плавців. Середня частина тіла цілком без луски або ж зустріча​ються поодинокі великі лусочки біля хвоста. Лускатий покрив детермінується взаємодією двох пар незчеплених аутосомних генів. Особливістю екстер’єру цього коропа є укорочене тіло і високоспинність. За сприятливих умов вирощування ремонтний молодняк має індекс високоспинності 2,24–2,6. Шкіра над боковою лінією темно-попеляста, а під боковою – жовта.

Природний імунітет рамчастих коропів є менш вираженим, порівняно з нивківським коропом. Показники бактерицидної активності сироватки крові у них є нижчими на 55,9 %. Ступінь ге​терозиготності рамчастих коропів – 59 % [42]. Короп української рамчастої породи, ефективніше використовує штучні корми. В умовах п’ятиразової посадки вони споживають на одиницю приросту маси менше корму на 21,4 %, маса їх більша на 15 %, мають вищий вихід з нагулу на 11 %. Їх рибопродуктивність є більшою на 25 %, порівняно з дзеркальними галиційсь​кими коропами. Вихід цьоголіток із вирощувальних ставів досягає 65 %. За темпом росту рамчасті коропи не поступаються українському лускатому [18].
   
2.2. Методика досліджень 
2.2.1 Відбір проб

Експериментальний матеріал (кров) для даної роботи був отриманий від двох груп коропа, які фенотипово належать до різних порід (українська луската та рамчаста) і вирощувались в умовах ДП ДГ “Великий Любінь” Львівська обл. Дослідний матеріал відбирали в кількості не менше 30 особин в кожній групі обох статей різного віку.
Відбір крові у риб для дослідження проводили стандартним способом, дотримуючись правил асептики та антисептики. Кров у риб беруть одразу ж після відлову, інакше зміниться загальна картина показників. Кров брали з хвостової вени. З місця уколу видаляли слиз ватним тампоном, а потім це місце протирали 70%-ним етиловим спиртом.

Місце відбору крові не можна стискати, запобігаючи потрапляння тканинної рідини, яка робить результати хибними. Повторно брати кров з одного й того самого місця також не рекомендується. Кров, яка аналізується має бути свіжою і рідкою. Для попередження руйнування еритроцитів (гемоліз) кров беруть у підготовлені пробірки з антикоагулянтом (гепарин), обережно наливаючи по стінці.

Кров брали прижиттєвим способом у голодної риби, витриманої в добре аерованій воді, протягом 5 – 10 хв після відлову. Якщо це неможливо, то рибу варто одразу помістити у відро з водою із водойми, яка містить певну концентрацію одного з антисептиків: пропаксат (0,6 – 0,8 мг/л), хінальдін (25 – 30 мг/л), сірчаний ефір (1 – 1,5%) тощо. Вода, в якій знаходиться анестезована риба, повинна постійно аеруватися.

Кров консервували гепарином в розрахунку на 1 мл. Зберігання та транспортування крові риб проводили в холодильних камерах при tº +4ºC. 
2.2.2. Теоретичні основи електрофорезу 
Дослідження поліморфізму білків та ферментів плазми крові риб проводили за використання методу вертикального електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ) [63]. Для приготування ПААГ використовували розчини, наведені в табл. 2.1.

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 [1, 63]. 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 [63].

Таблиця 2.1
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


Метод горизонтального крохмального електрофорезу. Для проведення електрофоретичного роділення крохмаль заздалегідь гідролізували [18], для приготування гелю використовували 13–14 % крохмаль [1, 63].

Для проведення електрофорезу використовували буферні системи в залежності від досліджуваного білку (табл. 2.2). 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 (розгонка з виходом зразків за лунки гелю) – 10 mA, 100–120 V; 2 етап (подальша розгонка до 1,5–2 см після лунок гелю) – 15–20 mA, 120 V; 3 етап (до завершення розгонки) – 25 mA, 120 V [63]. 

Після проведення електрофоретичного розділення білків, робили декілька поздовжніх зрізів гелю і кожний зріз фарбували залежно від поставлених завдань. Застосовували методи гістохімічного фарбування, які широко використовуються в генетиці ізоферментів [18] з власними модифікаціями.

Приготування зразків біологічного матеріалу. Проби крові відбирали із хвостової вени живих особин коропів у пробірки типу Eppendorf (Eppendorf, Німеччина) з гепарином (антикоагулянт) у розрахунку 25 МО на 1 мл.

Таблиця 2.2 

Буферні системи, використані для електрофоретичного розділення ізоферментів 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
	0,1М 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

	0,9 М ТЕБ pH=8,65


	0,9 М ТЕБ pH=8,65

катод «–» розв. 1:7

катод «+» розв. 1:5
	супероксиддисмутаза

каталаза




Проби крові центрифугували при 3000 об./хв протягом 10 хв, відбирали плазму. Еритроцити відмивали тричі фізрозчином (0,65 М NaCl) з наступним центрифугуванням при 1500 об./хв протягом 5–7 хв. Всі зразки для досліджень зберігали за температури – 20°С. Для електрофорезу використовували, як свіжі проби, так і розморожені [17, 18].  

Методи гістохімічного фарбування гелевих пластин подано у таблиці 2.3 [29]. 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 умови, що попереджують їхню денатурацію. 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. 

Таблиця 2.3 

Методи фарбування гелів

	Генетико-біохімічна система
	Склад
	Буферний розчин

	Трансферин (TF)

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


	CH3COOН – 20 мл

етанол – 50 мл

Н2О – 100 мл

	Естераза

EST (К.Ф.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 (К.Ф.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 3-4 год

	Малік-ензим

МЕ  (К.Ф.1.1.1.40)

	малат натрію – 30 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 3-4 год

	Супероксиддисмутаза

SOD (К.Ф. 1.15.1.1)
	0,05 М трис-HCl буфер,

рН 8,5 – 100 мл

НСТ-100 мкл; ФМС -100 мкл; MgCl2-100 мкл
	Інкубують при 37 °С 1 год.

	Карбоангідраза

СА (К.Ф. 3.1.2)
	β-нафтилацетат – 5 мг

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

	Каталаза

KAT (К.Ф. 1.11.1.6)
	Розчин А: 3 % Н2О2 – 5 мл;

0,1 М ф-й буфер, рН 7,0 – 10 мл; 0,06 М Na2S2O3*5H2O – 7 мл; H2O – 78 мл
Розчин Б: 0,09 М KJ – 50 мл
H2O – 50 мл
	Інкубують гель в розчині А до 15 хв, після чого гель промивають H2O і заливають розчином Б.


Позначення локусів наведені у відповідності до рекомендацій з номенклатури генів, кодуючих білки у риб [18].


2.2.3. Полімеразна ланцюгова реакція з випадковими праймерами (ISSR-PCR-аналіз)  

Геномна ДНК двох популяцій коропових риб була досліджується методом ПЛР-аналізу внутрішніх простих повторюваних послідовностей (inter-simple sequence repeat–polymerase chain reaction, ISSR-PCR). Метод заснований на використанні мікросателітних праймерів, які вибірково ампліфікують фрагменти ДНК, що знаходяться між двома досить близько розташованими і орієнтованими назустріч один одному мікросателітними послідовностями.

Праймери в ПЛР є початковими пунктами синтезу ДНК Таg-полімеразою, яка у присутності іонів Мg2+ каталізує синтез нового ланцюга ДНК з дезоксирибонуклеотидтрифосфатів (дНТФ) у напрямку 5'-3'.

Загалом, ПЛР складається з повторюваних циклів ензиматичної ампліфікації ДНК,  кожен з яких включає три кроки: денатурація ДНК, відпал праймерів і синтез нового ланцюга ДНК.  У ході денатурації, що відбувається, як правило, при 94–95°С, відбувається розділення дволанцюгової ДНК на одиничні ланцюги. Для відпалу праймерів з одноланцюговою матрицею температуру знижують, для того щоб праймери могли гібридизуватися з комплементарними їм ділянками матриці. Після відпалу праймерів з підвищенням температури до 72°С відбувається синтез ланцюга ДНК. Кінцевий продукт ПЛР – специфічний фрагмент ДНК, кінцями якого є 5'-кінці олігонуклеотидних праймерів.

Для оцінки поліморфізму фрагментів ДНК, фланкованих інвертними  повторами мікросателітних локусів в якості праймерів використовували три фрагменти тринуклеотидних мікросателітних локусів –(СТС)6С, (GAG)6C, (AGC)6G. Підбір праймерів проводили емперично.

ПЛР-ампліфікацію здійснювали в ампліфікаторі «Терцик» («ДНК-технологія») за допомогою стандартного набору для проведення ПЛР  «GenePak PCR Core» за наступними температурними режимами: початкова денатурація – 2 хв при 94° С; 35 циклів: 30 сек при 94° С, 30 сек при 55° С, 2 хв при 72° С; термінальна елонгація – 10 хв при 72° С; охолодження до 4° С. Реакційна суміш об’ємом 25 мкл містила 100 нг геномної ДНК; 5пкМ кожного з праймерів; 067мМ тріс-HCl, pH-8.3; 17мМ (NH4)2SO4; 2,5мМ MgCl2; 0,1% Твін-20; 0,12 мг/мл БСА; 8% гліцерину; 0,2мМ дНТФ суміші та 0,2 од. Taq-полімерази («АмплиСенс», Росія). 

Виділення геномної ДНК з цільної крові коропів проводили за допомогою набору реагентів «Dіаtom DNA Prep 100». Спектрофотометричний аналіз виділеної ДНК проводили на приладі «BioPhotometr» (Eppendorf, Німеччина). Концентрацію ДНК вимірювали за довжини хвилі 260 нм порівняно зі стандартним розчином. За необхідністю доводили концентрацію виділеної ДНК до 50–100 нг/мкл.
Виділену ДНК та продукти ампліфікації аналізували  методом електрофорезу, в агарозні гелі з використанням 1х ТАЕ буфера з наступним їх фарбуванням в розчині бромистого етидію. Візуалізацію проводили на трансілюмінаторі в УФ світлі з фіксуванням електрофореграм цифровою камерою. Розмір ампліконів розраховували за  допомогою маркера молекулярної маси 0,1–kb DNA Ladder (Gibco BRL) в агарозному гелі.  


2.3. Математична обробка отриманих результатів


При вивченні генетичної структури популяцій за молекулярно-генетичними маркерами вирішуються наступні задачі: оцінка алельних частот, частот генотипів, визначення генетичної рівноваги, рівня гетерозиготності, оцінка генетичних відстаней і дистанцій. Одним з важливих популяційно-генетичних параметрів, що використовується для характеристики генетичної структури, є частота гена, що дозволяє оцінити мінливість генетичної структури в просторі і часі за конкретною ділянкою генома.


Для характеристики рівня генетичної мінливості використовують дві величини: доля поліморфних локусів і рівень середньої гетерозиготності. Середня гетерозиготність є більш точною характеристикою, ніж доля поліморфних локусів, так як вона менш залежить від розмірів дослідженої вибірки і краще розроблена.


Результати досліджень обробляли методами математичної статистики та біометрії [46]. Виконаний підрахунок алельних і генотипових частот локусів поліморфних генетичних систем. Для характеристики рівня генетичної мінливості обчислювали гетерозиготність для всіх досліджуваних локусів окремо і середню гетерозиготність на локус [1, 46], генетичні дистанції, відхилення генотипових частот від стану рівноваги відповідно до закону Харді-Вайнберга з використанням комп’ютерної програми “BIOSYS-1” [18, 46], проводили кластерний аналіз. 

2.4 Висновки до розділу 

У другому розділі було надано основну характеристику досліджуваних об’єктів – коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід та особливості їх використання в дослідному господарстві ДП ДГ «Великий Любінь» Інституту рибного господарства НААН.
Детально охарактеризовано методику проведення дослідження. Для дослідження поліморфізму білків та ферментів плазми крові риб використовували метод вертикального електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ) та загальноприйняті і стандартні методи.

Для оцінки поліморфізму фрагментів ДНК, фланкованих інвертними  повторами мікросателітних локусів в якості праймерів використовували три фрагменти тринуклеотидних мікросателітних локусів.

Для максимального скорочення термінів проведення експерименту, зменшення витрат матеріалів, енергетичних витрат і отримання при цьому такої математичної моделі, яка б адекватно описувала відповідний процес, використовували оптимальне планування експерименту (метод багатофакторного планування експерименту).

РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ
3.1  Генетична структура коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід за використання ДНК-маркерів 
Любінські лускаті та рамчасті внутрішньопородні типи української лускатої та української рамчастої порід коропа створювали на базі дослідного господарства Львівського відділення Інституту рибного господарства НААН «Великий Любінь» протягом 1963-1999 рр. Синтез генотипів, географічно і генетично віддалених між собою, зумовив створення нових племінних стад лускатих і рамчастих коропів підвищеної резистентності, холодо-та зимостійкості й продуктивності [17, 18].
У спадковій основі любінського відгалуження рамчастого і лускатого коропів закладено 14,06% крові амурського сазана, 51,56% - дзеркального галиційського коропа та 34,38% - крові лускатих аборигенних форм. Стабілізацію нових племінних стад рамчастого та лускатого коропів здійснювали протягом 5-го і 6-го поколінь селекції завдяки відтворному схрещуванню плідників та масовому відбору за масою, екстер'єром, за типовістю українських порід. Ареал коропів любінських внутрішньопородних типів не обмежується західним регіоном України. Його висока пластичність дає змогу успішно розводити їх в різних зонахліській, так і в лісостеповій зоні. Питома вага цих типів становить 8 і 15% загальної кількості плідників рибних господарств.
Нові племінні стада любінського внутрішньопородного типу успішно пройшли державну апробацію і Наказом міністра агропромкомплексу від 29.01.99 р. за № 52 занесені до Національного реєстру селекційних досягнень України.

Для вирішення селекційно-генетичних завдань у рибництві найбільш широко використовують аналіз поліморфізму різних ділянок ДНК і нуклеотидних послідовностей ДНК, так звані ДНК-маркери. 

Метою роботи було дослідження генетичної структури популяції любінського лускатого та рамчастого внутрішньопородних типів української лускатої та української рамчастої порід коропа ДП ДГ «Львівська дослідна станція Інституту рибного господарства НААН» з використанням мікросателітних ДНК-маркерів. Для дослідження генетичної структури популяції коропа використовували чотири мікросателітні маркери: MFW 06, MFW 15, MFW 23, MFW 31 (табл. 3.1).

Таблиця 3.1
Нуклеотидні послідовності праймерів

	Локус 
	Послідовність праймерів 5'-3'
	Температура відпалу праймерів (0С)

	MFW 15
	F: CTCCTGTTTТGТTTTGTGААА

R: GTTCACAAGGTCATTTCCAGC
	55

	MFW 31
	F:ССТТССТСТGGCCATTTCCAC

R:TACATCGCAGAGAATTCGTAAG
	53

	MFW 23
	F:GТАТААТТGGGАGТТТТАGGG

R:САGGТТТАТСТСССТТСТАG
	55

	MFW 06
	F: АCСТGАTСААTCССTGGСТС

R:ТТGGGАСТТTTАААTCАCGTТG
	55


ПЦР проводили на ампліфікаторі "Termo scientific" (Arktik Termal Cycler) в наступному температурному режимі: 5 хв при 94 0С; 33 цикла: 1 хв при 94 0С, 30 с при 53-56 0С (в залежності від локуса), 30 с при 72 0С; 5 хв при 72 0С. Реакційна суміш об’ємом 25 мкл містила: 67 мM Tris-HCl (pH 8,8), 17 мM (NH4) 2SO4, 0,01% Tween-20, 0,2 ммоль dNTP, 1 од. Tag-полімерази, 50 нг ДНК, 1,7 ммоль MgCl2 і по 0,2 мкм праймерів. Електрофоретичне розділення продуктів ампліфікації здійснювали в 3 % агарозному гелі з використанням 1×ТAЕ-буфера.

Обробку і аналіз гелів проводили за допомогою програми Totallab v2.01. Статистичну обробку отриманих результатів виконували з використанням комп'ютерних програм POPGEN.

При дослідженні популяції люблінського лускатого та рамчастого 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. 3.1.
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Рис. 3.1. Електрофоретичний розподіл продуктів ампліфікації SSR-РСR за локусами MFW 15 і (А), MFW 23 та MFW 31 (В), MFW 06 (С), маркер молекулярної маси 50 bp)

Любінський лускатий короп.

У дослідженій групі генотипів по 4 мікросателітним локусам було виявлено всього 18 алелей з молекулярною масою 130-343 п.н. Число алелей 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. 3.2).

Таблиця 3.2
Характеристики мікросателітних локусів ДНК любінського лускатого внутрішньопородного типу української лускатої породи коропа
	Локус
	Кількість алелей
	Молекулярна маса продукту (п.н.)
	Ефективне число алелей
	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 алелей (показник, який характеризує локуси за частотою зустрічальності алелей) у досліджуваній вибірці генотипів варіювало від 2,14 (MFW 31) до 5,23 (MFW 23). Середнє ефективне число алелей 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. 

Любінський рамчастий короп.
Сумарно за використання 4-ох SSR локусів у досліджених особин люблінського рамчастого коропа ДП ДГ «Львівська дослідна станція Інституту рибного господарства НААН»виявлено 16 алелів, молекулярний розмір яких становив 164-230 п.н. За всіма дослідженими молекулярно-генетичними маркерами було виявлено поліморфізм. Найбільшу кількість алелів цього типу маркерів було отримано за ампліфікації локусів MFW 15 (6) та MFW 31 (6), найменшу для локусу MFW 23 – 4. Ефективне число алелей (показник, який характеризує локуси за частотою зустрічальності алелей) у досліджуваній вибірці генотипів варіювало від 3,50 (MFW 23) до 5,46 (MFW 15, MFW 31). Середнє ефективне число алелей на локус склало 4,81 (табл. 3.3).
На підставі розрахунку алельних частот визначено показники гетерозиготності та індексу фіксації Райта. Найвищий рівень наявної гетерозиготності зафіксований за локусом MFW 15 (0,804), найнижчий — 0,697, за локусом MFW 23. Значення фактичної гетерозиготності за мікросателітними локусами MFW 15, та MFW 23 було близьким до очікуваного, для локусу MFW 31 було виявлено їх дефіцит. Розрахунок індексу інбридингу F особин відносно популяції, показав наявність дефіциту гетерозигот  за всіма дослідженими локусами.

Таблиця 3.3

Характеристики мікросателітних локусів ДНК любінського рамчастого внутрішньопородного типу української рамчастої породи коропа
	Локус
	Розмір, п.н.
	na
	ne
	Hо
	Hе
	F

	MFW 15
	164-195
	6
	5,46
	0,804
	0,817
	0,02

	MFW 23
	106-135
	4
	3,50
	0,697
	0,714
	0,02

	MFW 31
	206-230
	6
	5,46
	0,746
	0,817
	0,09

	Серднє
	-
	5,33
	4,81
	0,749
	0,782
	0,042


na – кількість алелей, ne –ефективне число алелів, Но – фактична гетерозиготність, Не –очікувана гетерозиготність

Таким чином, досліджено генетичну структуру популяції любінського лускатого та рамчастого внутрішньопородних типів української лускатої та української рамчастої порід коропа ДП ДГ «Львівська дослідна станція Інституту рибного господарства НААН» з використанням мікросателітних ДНК-маркерів По кожному локусу індивідуально підібрано оптимальні умови проведення ПЛР. Для досліджених мікросателітних локусів розраховано основні характеристики (ефективне число алелей та показники гетерозиготності).
Слід зауважити, що одне з актуальних практичних завдань сучасного українського рибництва - формування племінного стада люблінського лускатого та рам частого коропа в умовах господарств. Запропонований у роботі метод мікросателітного аналізу буде ефективним для дослідження сформованої популяції любінського лускатого та рамчастого внутрішньопородних типів української лускатої та української рамчастої порід коропа та її подальшого генетичного контролю. Також, описаний спосіб дослідження поліморфізму використовуватиметься для селекційної роботи з цією популяцією.

3.2. Характеристика генетичної структури любіньського внутрішньопродного типу за окремими генетико-біохімічними системами 

В умовах сучасного ведення рибництва, при розведенні за ізольованого утримання та постійного тривалого тиску штучного відбору, відбувається безперервна зміна генетичної структури популяції, що, зрештою, призводить до генетичної диференціації початкових батьківських форм і формування нових порідних груп.

В Україні створено прогресивні гетерогенні українські породи коропа до структури яких входять окремі внутрішньопорідні типи, пристосовані до різних зон рибництва [9, 17, 18].
Покращення господарсько цінних якостей риб здійснюється завдяки вихідній мінливості морфологічних, фізіологічних і біохімічних ознак батьківських форм. Популяція, генофонд якої змінюється з покоління в покоління, зазнає еволюційних змін. Оцінка генетичної структури коропів українських порід відкриває перспективу вивчення еволюційно-генетичних закономірностей та філогенетичних взаємовідносин між стадами коропа в Україні.

Використання маркерних генів для контролю генетичної структури риб вже увійшло в практику рибництва багатьох країн. Наразі, особливості генетичної структури та поліморфізм геному вивчено в окремих внутрішньопорідних типів українських порід коропа.

Особливої актуальності в Україні набуває постійний генетичний моніторинг порід коропа різних зон ведення рибництва, а також порівняльний аналіз внутрішньопорідних типів з наступним розробленням їх «генетичного профілю» за використання різних типів молекулярно-генетичних маркерів.

Однак для оцінки генетичної структури популяції, напрямку її динаміки генетико-біохімічні маркери мають ряд переваг, зокрема, консерватизм алельних варіантів білків, знання їх біохімічних функцій та причин їх поліморфізму (амінокислотні заміни що спричиняють зміну електрофоретичної рухливості). Оскільки відомі біохімічні функції досліджуваної генетико-біохімічної системи, то  порівняльний аналіз їх змін дає можливість робити висновки про те, які саме ланки загального  метаболізму залучаються під час генетичної диференціації популяцій, зокрема сазана, в процесі його адаптації до умов навколишнього середовища  при інтродукції на території України.

Виявлення і аналіз поліморфних білкових систем риб є важливим для вирішення багатьох теоретичних і практичних проблем, пов’язаних з раціональною організацією рибного господарства і селекцією риб. Характеристика генетичної структури породних груп риб з використанням методів біохімічної генетики дозволяє оцінювати особливості їх походження, визначати ступінь їх генетичної подібності, а також вивчення специфічних особливостей динаміки генофондів у відповідь на дію факторів штучного і природного відборів [8, 49]. 

З метою диференціації окремих популяцій коропа, за використання різних генетико-біохімічних систем, завданням роботи є вивчення ступеню консолідованості та генетичних відмінностей шляхом аналізу розподілу алелів і генотипів за електрофоретичними варіантами у груп коропа любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід. 

Проаналізовано генетико-біохімічні маркери – локуси трансферину (TF), альбуміну (ALB), малатдегідрогенази (MDH, КФ 1.1.1.37), малик-ензиму (ME, КФ 1.1.1.39), естерази (EST, КФ 3.1.1.1), карбоангідрази (СА, КФ 4.2.1.1). Позначення локусів наведені згідно з номенклатурою генів, кодуючих білки у риб.

Порівняльний аналіз генетичної структури коропів за поліморфними генетико-біохімічними системами показав, що локус TF у групах коропа любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід найчастіше представлений алельним варіантом Tf С1 з частотою від 0,574 до 0,833. З невисокою частотою виявлено алелі Tf А і Tf В, крім групи лускатих коропів, у яких вони взагалі не траплялися. Частота Tf C2 у лускатих і рамчастих коропів помітно не відрізнялася. У рамчастих коропів, порівняно з лускатою групою, алельний варіант Tf D відрізнявся найнижчою частотою – 0,083 (табл. 3.4). За локусом ALB виявлено два алельні варіанти з різною молекулярною масою – Alb А та Alb В, за частотою яких у досліджуваних груп коропа відмінностей не виявлено.

Генетична мінливість естераз коропа зумовлена наявністю двох алельних варіантів Est F та Est S. У коропів за локусом EST з вищою частотою траплявся алельний варіант S (0,606 та 0,683 у лускатих і рамчастих, відповідно), що помітно відрізняє їх від груп коропа ДП ДГ «Львівська дослідна станція Інституту рибного господарства НААН» (табл. 3.4).

Вивчення генетичної структури у племінних груп коропа української селекції дозволить розробити ефективну систему контролю і запропонувати комплекс заходів, спрямованих на запобігання інбредній депресії.

Таблиця 3.4 

Розподіл алельних частот в коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід
	Локуси
	Лускатий короп
	Рамчастий короп

	TF (n)
	33
	30

	A
	0,000
	0,017

	B
	0,000
	0,017

	C1
	0,742
	0,833

	C2
	0,121
	0,050

	D
	0,136
	0,083

	ALB (n)
	33
	30

	A
	0,515
	0,433

	B
	0,485
	0,567

	ME (n)
	33
	30

	F
	0,636
	0,667

	S
	0,364
	0,333

	MDH (n)
	33
	30

	F
	0,652
	0,667

	S
	0,348
	0,333

	EST (n)
	33
	30

	F
	0,394
	0,317

	S
	0,606
	0,683

	СA (n)
	30
	30

	F
	0,617
	0,617

	S
	0,383
	0,383


За локусом MDH у досліджуваних порід коропа з вищою частотою (0,667) присутній алельний варіант Mdh F, порівняно з алельним варіантом Mdh S, частота якого коливалась у межах від 0,333 до 0,348.

За локусом МE у коропів помітно переважає алельний варіант Mе F (табл. 3.4). Подібну картину розподілу двох алельних варіантів виявлено за локусом СА. У коропів з вищою частотою траплявся алельний варіант Са F. В іншій досліджуваниій групі частота обох алельних варіантів були близькими і достовірно не відрізнялися (табл. 3.4).

Відмінності за розподілом алельних варіантів досліджуваних локусів генетико-біохімічних систем можуть пояснюватися зростанням частоти одних алелів і зниженням частоти інших в умовах проведення штучного відбору за будь-якими рибогосподарськими ознаками, а також за різних умов вирощування риб в окремих господарствах.

Проаналізовано кількість наявних та очікуваних генотипів за локусами генетико-біохімічних систем у досліджених груп коропів (табл. 3.5).

Таблиця 3.5 

Розподіл генотипів за локусами генетико-біохімічних систем у груп коропа любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід
	Локуси
	Генотипи
	Лускатий короп
	Рамчастий короп

	
	
	Gobs
	Gexp
	χ2
	Р
	Gobs
	Gexp
	χ2
	Р

	
	АС1
	0
	0
	
	
	1
	0,847
	
	

	
	ВС1
	0
	0
	
	
	1
	0,847
	
	

	
	С1С1
	17
	18,092
	
	
	21
	20,763
	
	

	TF
	С1С2
	7
	6,031
	1,44
	>0,05
	2
	2,542
	2,88
	>0,05

	
	С2С2
	0
	0,431
	
	
	0
	0,051
	
	

	
	С1D
	8
	6,785
	
	
	4
	4,237
	
	

	
	C2D
	1
	1,108
	
	
	1
	0,254
	
	

	
	DD
	0
	0,554
	
	
	0
	0,169
	
	

	
	AA
	4
	8,631
	
	
	0
	5,508
	
	

	ALB
	AB
	26
	16,738
	10,42
	<0,001
	26
	14,983
	16,8
	<0,001

	
	BB
	3
	7,631
	
	
	4
	9,508
	
	

	
	FF
	9
	13,246
	
	
	10
	13,220
	
	

	ME
	FS
	24
	15,508
	10,26
	<0,001
	20
	13,559
	7,06
	<0,01

	
	SS
	0
	4,246
	
	
	0
	3,220
	
	

	
	FF
	11
	13,892
	
	
	10
	13,220
	
	

	MDH
	FS
	21
	15,215
	4,95
	<0,05
	20
	13,559
	7,06
	<0,01

	
	SS
	1
	3,892
	
	
	0
	3,220
	
	

	
	FF
	7
	5,000
	
	
	3
	2,898
	
	

	EST
	FS
	12
	16,000
	2,13
	>0,05
	13
	13,203
	0,01
	>0,05

	
	SS
	14
	12,000
	
	
	14
	13,898
	
	

	
	FF
	7
	11,288
	
	
	8
	11,288
	
	

	СA
	FS
	23
	14,424
	11,02
	<0,001
	21
	14,424
	6,48
	<0,01

	
	SS
	0
	4,288
	
	
	1
	4,288
	
	


Примітка: тут і у наступній таблиці Gexp – очікувані генотипи; Gobs – фактичні генотипи.

У коропів обох груп спостерігалася рівновага у співвідношенні генотипів за локусами TF і EST. Генетична структура досліджуваних порід коропа перебувала у нерівноважному стані через наявність статистично достовірного надлишку гетерозигот за локусами АLB (Р<0,001), MDH (Р<0,01-0,05), МE (Р<0,01-0,001) та СА (Р<0,01-0,001) (див.табл. 5).

У таблиці 3 представлено розподіл фактичних та очікуваних генотипів за локусами генетико-біохімічних систем у коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід.

У коропів українських порід присутня генетична нерівновага за локусами АLB, MDH, СА, а у коропів рамчастої породи ще й за локусом EST, завдяки присутності статистично достовірного надлишку гетерозиготних особин (Р<0,001–0,05) (див. табл. 3.6).

Таблиця 3.6 

Розподіл генотипів за локусами генетико-біохімічних систем в коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід
	Локуси
	Генотипи
	Лускатий короп
	Рамчастий короп

	
	
	Gobs
	Gexp
	χ2
	Р
	Gobs
	Gexp
	χ2
	Р

	
	AA
	0
	0,224
	
	
	1
	0,406
	
	

	
	АС1
	5
	3,493
	
	
	5
	5,449
	
	

	
	АС2
	1
	0,896
	
	
	0
	1,391
	
	

	
	AD
	0
	0,896
	
	
	1
	0,116
	
	

	
	ВС1
	1
	1,746
	
	
	1
	1,362
	
	

	TF
	ВС2
	1
	0,448
	5,6
	>0,05
	1
	0,348
	17,4
	>0,05

	
	BD
	1
	0,448
	
	
	0
	0,029
	
	

	
	С1С1
	11
	11,060
	
	
	18
	15,667
	
	

	
	С1С2
	4
	5,821
	
	
	5
	8,174
	
	

	
	C1D
	7
	5,821
	
	
	0
	0,681
	
	

	
	С2С2
	1
	0,672
	
	
	3
	0,957
	
	

	
	C2D
	2
	1,493
	
	
	0
	0,174
	
	

	
	AA
	0
	5,478
	
	
	0
	6,304
	
	

	ALB
	AB
	28
	17,043
	14,9
	<0,001
	30
	17,391
	18,9
	<0,001

	
	BB
	7
	12,478
	
	
	5
	11,304
	
	

	
	FF
	6
	7,403
	
	
	5
	6,739
	
	

	ME
	FS
	20
	17,194
	0,9
	>0,05
	21
	17,522
	1,4
	>0,05

	
	SS
	8
	9,403
	
	
	9
	10,739
	
	

	
	FF
	8
	11,288
	
	
	13
	15,667
	
	

	MDH
	FS
	21
	14,424
	6,5
	<0,01
	21
	15,667
	4,2
	<0,05

	
	SS
	1
	4,288
	
	
	1
	3,667
	
	

	
	FF
	7
	6,493
	
	
	4
	7,188
	
	

	EST
	FS
	16
	17,015
	0,1
	>0,05
	24
	17,623
	4,7
	<0,05

	
	SS
	11
	10,493
	
	
	7
	10,188
	
	

	
	FF
	5
	9,940
	
	
	6
	10,739
	
	

	СA
	FS
	27
	17,119
	11,7
	<0,001
	27
	17,522
	10,6
	<0,001

	
	SS
	2
	6,940
	
	
	2
	6,739
	
	


Стан генетичної рівноваги відзначався за локусами TF і МЕ в любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід, а також за локусом EST в лускатої породи.

Збалансований поліморфізм, що базується на перевазі гетерозигот – явище досить поширене. Гетерозиготні особини нерідко переважають відповідні типи гомозиготних особин за загальною кількістю або за тим чи іншим компонентом життєздатності, за здатністю до конкуренції чи за стійкістю до захворювань.

Генетична структура популяцій, яка формується і змінюється під  дією природного і штучного відбору, полягає в переважному розмноженні особин з високими життєздатністю, скороспілістю, плодючістю та ознаками продуктивності.

Основними чинниками, які впливають на формування генетичної структури популяцій є чинники стабілізуючого відбору, які сприяють надлишку гетерозигот. При цьому, поза сумнівом, зберігаються пристосовані генотипи, тоді як менш пристосовані форми елімінуються.

В досліджених груп коропа, які вирощуються, було вивчено рівень гетерозиготності за досліджуваними локусами (табл. 3.7).

Найвищий рівень гетерозиготності у всіх груп коропа спостерігався за локусами ALB (78,8–86,7 %) та CA (76,7–70,0 %). Також відмічено високий рівень гетерозиготності за локусом МDH (66,7 %) у коропів української рамчастої породи та локусом МЕ (72,7 %) у лускатих коропів. Слід відмітити, що майже за всіма локусами фактичний рівень гетерозиготності значно переважав очікуваний. Так вірогідні відмінності виявлено за локусами MDH, ALB, CA у коропів української лускатої (табл. 3.7).

Таблиця 3.7 

Рівень середньої гетерозиготності за досліджуваними локусами в коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід
	Локуси
	Рівень гетерозиготності

	
	Лускатий короп
	Рамчастий короп

	
	Нobs
	Нexp
	Нobs
	Нexp

	TF
	0,485
	0,422
	0,300
	0,301

	EST
	0,364
	0,485
	0,433
	0,440

	MDH
	0,636
	0,461
	0,667
	0,452

	ME
	0,727
	0,470
	0,667
	0,452

	ALB
	0,788
	0,507
	0,867
	0,499

	СA
	0,767
	0,481
	0,700
	0,481

	Нсер
	0,628±0,07
	0,471±0,012
	0,606±0,083
	0,437±0,029


Примітки: Нexp – очікуваний рівень гетерозиготності; Нobs – фактичний рівень гетерозиготності.

У лускатих коропів, рівень середньої гетерозиготності на локус становив 62,8 %. Гетерозиготність є однією з основних характеристик популяції, яка через інтенсивність і пластичність метаболізму, безпосередньо впливає на пристосованість (виживання, плодючість, якість нащадків) і таким чином визначає багато аспектів їх взаємовідношень з навколишнім середовищем.

В результаті порівняльного аналізу генетичної структури коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід за розподілом алельних варіантів генетико-біохімічних систем – TF, EST, ALB, MDH, ME, СА, встановлено, що для диференціації за умовами вирощування українських порід коропа доцільно використовувати локуси TF, EST, СА, ME.

У лускатих коропів, рівень середньої гетерозиготності на локус становив 62,8 %, домінували особини з генотипом Tf С1С1, що може бути їх специфічною генетичною особливістю. Можливою причиною цього є вплив факторів штучного добору в коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід. У цих групах рівень середньої гетерозиготності на локус був відповідно 62,8 % і 60,6 %.

На генетичну структуру коропів має вплив їх походження, умови вирощування та особливості селекційної роботи, яка проводиться з ними в господарстві. Мономорфні локуси можуть використовуватись для оцінки рівня загальної гетерозиготності та консолідованості популяції.

Таким чином, мінливість генетичної структури в часі за конкретною ділянкою геному і визначення значення гетерозиготності свідчить про значний рівень генетичної мінливості українських коропів, що забезпечує високий рівень їх адаптивності і життєстійкості.
3. Дослідження цитогенетичних аномалій у периферичній крові коропа любіньського внутрішньопородного типу 
Враховуючи той факт, що селекційно-племінна робота в коропівництві активно ведеться в різних суб’єктах рибництва, постає необхідність введення в практику рибоводів-селекціонерів аналізу хромосомного поліморфізму коропа та рівня соматичного мутагенезу. Саме тому, основним завданням роботи було провести аналіз каріотипу, встановити рівень хромосомних аберацій та геномних мутацій племінних ресурсів коропа рамчастої та лускатої порід [2, 5, 51]. 

В зв’язку з цим, при використанні підрахунку цитогенетичних аномалій у соматичних клітин риб в якості показника дії абіотичних і біотичних стресуючих факторів, необхідно враховувати можливість збільшення частот таких аномалій у нащадків певних варіантів схрещувань, при гібридизації віддалених за походженням рас або навіть видів [3, 10, 52] . 


 Мікроядерний тест – метод, що дозволяє оцінити рівень порушення генетичного матеріалу у конкретної особини в результаті сумарної дії різних токсикантів. Хронічна дія генотоксинів на організм риб призводить до порушення цитогенетичної стабільності і накопичення хромосомних аберацій та геномних мутацій  в клітинах організму. Переваги мікроядерного тесту для скринінгу мутагенних ефектів водного середовища були вивчені на гемопоетичних системах риб таких як: периферійна кров, зяберні дуги, селезінка, печінка, спинний мозок, тимус. Розвиток методів біологічного моніторингу за використання риб дає можливість перевірити ступінь забруднення водойми і дати швидку відповідь про стан тварин за низьких концентрацій мутагенів прямої дії [29, 30, 32] . 
Численні дослідження показали, що в еритроцитах периферійної крові різних порід коропа, як у польових, так і лабораторних умовах часто зустрічаються мікроядра внаслідок впливу різних генотоксинів. Всі вони відображають несприятливий токсикологічний стан серед представників аквакультури. Ще одним важливим етапом цитодиференціації клітин багатоклітинних організмів є апоптоз, частоти якого також враховувалися. Запрограмована клітинна смерть є регульованим процесом самоліквідації на клітинному рівні, в результаті чого клітини фрагментуються на окремі апоптичні тільця, обмежені плазматичною мембраною. Фрагменти клітини, яка загинула, зазвичай досить швидко (протягом 90 хв) фагоцитуються макрофагами або клітинами сусідами уникаючи розвиток запального процесу. Однією з основних функцій апоптозу є знищення дефектних (пошкоджених, мутантних, інфікованих) клітин. В організмах риб апоптоз відіграє надзвичайно важливу роль в підтримці клітинного гомеостазу, в забезпеченні розвитку та функціонування імунної системи. 

Мікроядра (МЯ) - це невеликі тільця, існуючі в клітці окремо від основного ядра (ядер) або пов'язані з ними хроматиновим мостом. Відомо, що МЯ являють собою невеликі утворення, що складаються з фрагментів хромосом. На стадії телофази ці фрагменти можуть включатися в ядра дочірніх клітин або утворювати одиночні або множинні мікроядра в цитоплазмі. Так мікроядра, що несуть хромосомні фрагменти, виникають після прямих розривів ними ДНК, реплікації на пошкодженій ДНК-основі, репресії синтезу ДНК. Мікроядра, які включають цілі хромосоми, утворюються внаслідок порушень веретена поділу, кінетохора або інших частин мітотичного апарату. Їх виникнення пов'язують, як правило, з такими типами ушкодження геному як ацентричні фрагменти хромосом або цілі хромосоми, що відстали в анафазі або телофазі мітозу від веретена поділу і не ввійшли в дочірні ядра. Мікроядерний тест є одним з найбільш поширених методів виявлення речовин з генотоксичними властивостями. Цей тест переважає за інформативністю та оперативністю тест на хромосомні аберації, та має ряд інших переваг — меншу кількість артефактів, можливість кращого обліку, крім того, він є менш трудомістким та більш продуктивним.
На сьогоднішній день відомо, що мікроядра вказують на геномну нестабільність. Ще одним важливим етапом цитодиференціації клітин багатоклітинних організмів є апоптоз, частоти виникнення якого також обраховувалися. Формування мікроядер може бути обумовлено порушенням різних клітинних механізмів. Мікроядра представляють собою невеликі округлі позаядерної тільця, які формуються при конденсації ацентричних хромосомних фрагментів чи цілих, не включених в основне ядро по завершенню клітинного поділу.


Ліміти показника клітин з мікроядрами в межах 0,1-3,8 промілей вказують на задовільну оцінку стабільності хромосомного апарату риб. Показники зменшення стабільності хромосомного апарату у зв’язку з віком відображають загальну тенденцію до накопичення мутацій протягом життя. У риб, судячи по коефіціенту варіабельності деяких цитогенетичних характеристик, найбільш стабільними по цим показникам є популяції 2-х -річного віку.

Амітоз – прямий поділ інтерфазного ядра шляхом перетяжки без утворення хромосом, за межами мітотичного циклу. Амітоз зустрічається у спеціалізованих, приречених на загибель клітинах. Клітина після амітозу в подальшому не здатна вступити в нормальний мітотичний цикл.

Для об’єктивної оцінки нестабільності хромосомного апарату необхідно розглядати комплекс цитогенетичних  характеристик у різних клітинних типах, оскільки міжгрупові відмінності за частотами зустрічальності еритроцитів із мікроядрами не завжди співпадають із відмінностями по лейкоцитах із мікроядрами або двоядерних лейкоцитах. 

В роботі, проведено дослідження рівня цитогенетичних порушень за використання мікроядерного тесту у груп коропів української рамчастої та лускатої порід в клітинах периферійної крові на базі ДП ДГ «Львівська дослідна станція Інституту рибного господарства НААН». В мазках крові підраховували частоту еритроцитів з мікроядрами (ЕМЯ, фото № 3.2 а, б), двоядерних лейкоцитів (ДЛ, фото № 3.3 а, б), одноядерних лейкоцитів з мікроядрами (ЛМЯ, фото № 3.4), апоптозних клітин (А, фото №3.5) і «амітозних» еритроцитів, тобто еритроцитів у стані ділення (ДЕ, фото № 3.6 а, б), одержані дані розраховували в промілях  (в ‰). 
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Фото №3.2 а, б. Еритроцити з мікроядром в периферичній крові
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 Фото № 3.3 а, б. Двоядерні лейкоцити
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 Фото № 3.4 Лейкоцит з мікроядром                         Фото № 3.5 Апоптоз



Фото № 3.6 а, б. Еритроцити які діляться

Утворення мікроядер може бути обумовлено порушеннями різних клітинних механізмів. Так мікроядра, що несуть хромосомні фрагменти, виникають після прямих розривів ними ДНК, реплікації на пошкодженої ДНК-основі, репресії синтезу ДНК (кластогенні ушкодження). 


Результати підрахунку клітин крові із цитогенетичними аномаліями у двох досліджуваних групах коропа наведено у табл. 3.8

Таблиця 3.8

Частоти зустрічальності цитогенетичних аномалій у клітинах периферичної крові двох груп любіньського коропа (лускатого та рамчастого типу), 0∕00
	№ 

пор.
	Еритроцити із мікроядрами
	Лейкоцити із мікроядрами
	Двоядерні лейкоцити
	Апоптоз
	Амітоз

	Любіньський лускатий короп

	1
	3
	1
	0
	1
	0

	2
	1
	1
	2
	1
	0

	3
	4
	2
	1
	1
	0

	4
	0
	3
	3
	0
	0

	5
	4
	1
	3
	1
	0

	6
	5
	3
	1
	0
	0

	7
	1
	1
	0
	0
	0

	8
	0
	0
	1
	1
	1

	9
	5
	0
	3
	1
	0

	10
	4
	1
	1
	0
	0

	Середнє
	2,7 ± 0,40∕00
	1,3 ± 0,20∕00
	1,7 ± 0,30∕00
	0,6 ± 0,10∕00
	0,1 ± 0,10∕00

	Любіньський рамчастий короп

	1
	4
	2
	4
	1
	0

	2
	4
	1
	5
	1
	0

	3
	3
	1
	4
	1
	0

	4
	5
	1
	3
	0
	0

	5
	4
	2
	5
	1
	0

	6
	3
	2
	4
	0
	1

	7
	3
	1
	5
	0
	0

	8
	3
	3
	2
	0
	1

	9
	6
	2
	6
	1
	0

	10
	4
	1
	2
	0
	0

	Середнє
	3,9 ± 0,40∕00
	1,5 ± 0,20∕00
	4,0 ± 0,50∕00
	0,5±0,10∕00
	0,2 ± 0,10∕00
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Рис. 3.7. Частоти виникнення різних цитогенетичних аномалій у двох досліджуваних групах коропа
Результати підрахунку клітин крові із цитогенетичними аномаліями у двох досліджуваних групах коропа наведено у табл. 3.9



Таблиця 3.9

Частоти зустрічальності цитогенетичних аномалій у клітинах периферичної крові двох груп любіньського коропа (лускатого та рамчастого типу), 0∕00
	№ 

пор.
	Еритроцити із мікроядрами
	Лейкоцити із мікроядрами
	Двоядерні лейкоцити
	Апоптоз
	Амітоз

	Любіньський лускатий короп

	1
	1
	1
	0
	1
	0

	2
	0
	1
	2
	0
	0

	3
	2
	2
	1
	1
	0

	4
	3
	0
	0
	0
	0

	5
	1
	0
	3
	1
	0

	6
	3
	0
	1
	1
	0

	7
	2
	0
	0
	1
	0

	8
	0
	0
	1
	0
	0

	9
	0
	0
	0
	1
	0

	10
	1
	3
	1
	0
	0

	Середнє
	1,3 ± 0,30∕00
	0,7 ± 0,30∕00
	0,9 ± 0,50∕00
	0,6 ± 0,10∕00
	00∕00

	Любіньський рамчастий короп

	1
	9
	0
	3
	4
	1

	2
	5
	1
	1
	4
	0

	3
	4
	0
	4
	1
	0

	5
	6
	1
	4
	1
	0

	6
	4
	1
	7
	1
	0

	7
	7
	1
	0
	3
	0

	8
	5
	1
	0
	3
	0

	9
	6
	3
	6
	1
	0

	10
	1
	1
	4
	1
	1

	Середнє
	4,7 ± 0,50∕00
	0,9 ± 0,30∕00
	2,9 ± 0,40∕00
	1,9 ± 0,30∕00
	0,2 ± 0,10∕00
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Рис. 3.8 Частоти виникнення різних цитогенетичних аномалій у двох досліджуваних групах коропа

Таблиця 3.10

Середні значення частот зустрічальності різних цитогенетичних аномалій у мазках периферичної крові коропів двох груп ( у ‰)

	Рік
	К-сть 

особин
	ЕМЯ
	ЛМЯ
	ДЛ
	АП
	АМ

	
	Любіньський лускатий короп

	2019 (весна)
	10
	2,7 ± 0,4
	1,3 ± 0,2
	1,7 ± 0,3
	0,6 ± 0,1
	0,1 ± 0,1

	2019 (осінь)
	10
	1,3 ± 0,3
	0,7 ± 0,3
	0,9 ± 0,5
	0,6 ± 0,1
	0

	
	Любіньський рамчастий короп

	2019 (весна)
	10
	3,9 ± 0,4
	1,5 ± 0,2
	4,0 ± 0,5
	0,5±0,1
	0,2 ± 0,1

	2019 (осінь)
	10
	4,7 ± 0,5
	0,9 ± 0,3
	2,9 ± 0,4
	1,9 ± 0,3
	0,2 ± 0,1


Частоти зустрічальності лейкоцитів з мікроядрами  у групах знаходилися на високому рівні весною у любіньського лускатого (1,3±0,2‰) та (1,5±0,2‰) у рамчастих коропів (табл. 3.10).

Спостерігалися статистично вірогідні відмінності у двох груп українських коропів за частотами зустрічальності еритроцитів з мікроядрами (Р<0,05; ts=2,3) та двоядерних лейкоцитів (Р<0,01; ts=3).
Отримані дані свідчать про те, що розглянуті групи риб, які відтворюються в одному і тому самому господарстві, відрізняються одна від одної за такими характеристиками дестабілізації хромосомного апарату, як частота зустрічальності ЕМЯ та ДЛ. 

Результати досліджень рамчастого коропа показали, що еритроцити з мікроядрами, лімфоцити з мікроядрами, двоядерні лімфоцити та частоти апоптозу демонструють в моніторингових дослідженнях різну ступінь чутливості клітин периферійної крові еритроїдного та лейкоцитарного ряду до дії генотоксичних агентів. Було встановлено, що в двох групах рамчастого коропа найвищим рівнем еритроцитів з мікроядрами характеризувалися коропи любіньського рамчастого типу (4,7 ± 0,5). Дане явище можна пояснити неврегульованістю обмінних процесів у тварин, що призвело до реалізацій значної кількості мутацій. Але також варто відзначити, що дана група характеризується найвищим рівнем індивідуального поліморфізму за частотою ЕМЯ, так особини № 9 мала 6, №1 мали 9,0 ЕМЯ. Значна кількість клітин периферійної крові з мікроядрами, за умови невеликої кількості апоптозів, може бути пов’язана з толерантністю геномів досліджуваних тварин до даного типу пошкодження генетичного матеріалу, в зв’язку з чим дані клітини  не піддаються апоптозу. 

Міжгрупові відмінності за частотами зустрічальності еритроцитів із мікроядрами не завжди співпадають із відмінностями за лейкоцитами із мікроядрами та двоядерними лейкоцитами. Враховуючи кількість клітин еритроїдного та лімфоїдного ряду з цитогенетичними порушеннями в межах груп коропа можна припустити, що досліджені групи риб характеризуються різним ступенем чутливості до дії мутагенів.
Таким чином, на основі отриманих результатів, можна стверджувати, що хромосомний апарат за дослідженими цитогенетичними характеристиками у клітинах крові найбільш стабільним виявився у групі лускатого коропа. 
3.4. Висновки до розділу


Проаналізувавши результати досліджень популяцій коропа ДП ДГ «Великий Любінь», можна констатувати, що генетична структура досліджених популяцій є стабільною. Запропонований у роботі метод мікросателітного аналізу буде ефективним для дослідження сформованої популяції любінського лускатого та рамчастого внутрішньопородних типів української лускатої та української рамчастої порід коропа та її подальшого генетичного контролювання. Також, описаний спосіб дослідження поліморфізму використовуватиметься для селекційної роботи з цією популяцією.
Встановлено, що генетичну структуру коропів має вплив їх походження, умови вирощування та особливості селекційної роботи, яка проводиться з ними в господарстві. Мономорфні локуси можуть використовуватись для оцінки рівня загальної гетерозиготності та консолідованості популяції.

Мінливість генетичної структури за конкретною ділянкою геному і визначення значення гетерозиготності свідчить про значний рівень генетичної мінливості українських коропів, що забезпечує високий рівень їх адаптивності і життєстійкості. 
За результатами мікроядерного тесту, можна стверджувати, що хромосомний апарат за дослідженими цитогенетичними характеристиками у клітинах крові найбільш стабільним виявився у групі лускатого коропа. 
РОЗДІЛ 4. ОХОРОНА ПРАЦІ


4.1. Небезпечні та шкідливі виробничі фактори в лабораторії молекулярно-генетичних досліджень
Охорона праці – це система законодавчих актів, соціально-економічних, організаційних, технічних, гігієнічних і лікувально-профілактичних заходів і засобів, що забезпечують безпеку, збереження здоров'я і працездатності людини в процесі праці. Вона спрямована на створення безпечних і здорових (нешкідливих) умов праці для кожного із працюючих. Таким чином, безпечні і здорові умови праці - це такі умови, при яких виключений вплив на працюючих небезпечного і шкідливого виробничого факторів [6, 23].

Проводячи лабораторні дослідження у генетичній лабораторії важливо не тільки знати вимоги з техніки безпеки, але й розуміти їх суть, вміти застосовувати їх в нестандартних умовах і оцінювати можливі наслідки будь-якої дії. Одним із основних критеріїв при визначенні професійної кваліфікації будь-якого спеціаліста є його вміння працювати без травм і аварій. Свідоме виконання кожним  співробітником лабораторії правил техніки безпеки є основою безпечної роботи.  
Відповідно до ГОСТ 12.0.003-74 небезпечні і шкідливі виробничі фактори, підрозділяються за своєю дією на наступні групи: фізичні, хімічні, біологічні, психофізіологічні [3, 16, 25].

На працівників лабораторії популяційно-генетичного моніторингу можуть впливати  такі шкідливі і небезпечні виробничі фактори:

- реактиви та хімічні речовини (токсичні, подразнюючі), які входять до складу застосовуваних матеріалі, що проникають в організм людини через органи дихання, шлунково-кишковий тракт, шкірні покриви і слизові оболонки;

- підвищене значення напруги в електричному ланцюзі, замикання якої може відбутися через тіло людини, підвищений рівень статичної електрики;

- нервово-психічні перевантаження: зоровий дискомфорт під впливом довготривалої роботи на комп'ютері та з лабораторними приладами, що потребує підвищеного зосередження;

- підвищена температура повітря в робочій зоні.

· конструкції, що можуть у процесі роботи руйнуватися;

· підвищений рівень шуму на робочому місці;

· підвищений рівень вібрації;

Перш за все, небезпека дії хімічних речовин пов’язана з тим, що при проведенні лабораторних досліджень виникає тісний контакт зі шкідливими, небезпечними, а також токсичними речовинами, які використовуються в якості індикаторів та реактивів. Тому, внаслідок недотримання правил техніки безпеки та невиконання лабораторних методик можуть виникнути небезпечні ситуації, наприклад, опіки, отруєння, травмування себе та оточуючих, а також вибухи, якщо допущено грубу помилку [27, 28].

Несправна електропроводка або несправність електричних приладів, також недотримання правил техніки безпеки можуть стати причинами ураження електричним струмом. Підвищена вологість повітря, яка спостерігається в лабораторії при дослідженні розчинів та інших рідких сполук, незаземлені електроустановки також створюють небезпеку виникнення електричних розрядів та, як наслідок, травмування [28].

При руйнуванні скляного посуду з хімічними реактивами, вони можуть потрапити на одяг, відкриті частини тіла, руки, в очі, викликаючи при цьому опіки та травми або спричинити руйнування цілісності шкірного покриву людини.

При роботі з комп'ютером, зокрема з дисплеєм, основне навантаження припадає на всі елементи зорового аналізатора. При роботі з монітором (тактовою частотою  нижче 75 Гц) відчутний зоровий дискомфорт (відбувається швидке втомлення очей). Наслідком напруженої зорової роботи за комп'ютером може бути не лише порушення функції зору, але й виникнення головного болю, посилення нервово – психічного напруження, зниження працездатності [26].

Монітори комп’ютерів на основі ЕПТ є потенційним джерелом випромінювання кількох діапазонів електромагнітного спектра: рентгенівського, оптичного, радіочастотного. Кожний вид випромінювання відрізняється своїми особливими характеристиками впливу на організм людини [26]. Тривала робота з мікроскопом втомлює очі і може навіть призвести до втрати зору.

Встановлено, що джерелом “м’якого” рентгенівського випромінювання є екран; з інших сторін ВДТ (відео-дисплейний термінал) цього виду електромагнітного випромінювання взагалі не було виявлено. Найвищі рівні рентгенівського випромінювання зареєстровані при максимальній яскравості і при щільно заповненому екрані. В результаті проведення детальних та всесторонніх вимірювань вважається, що відеотермінал не несе небезпеки для користувача з точки зору можливого рентгенівського випромінювання, оскільки інтенсивність такого випромінювання значно нижча гранично допустимих норм [22].

Необхідно зазначити, що відповідно до Норм радіаційної безпеки України (НРБУ-97) гранично допустима потужність експозиційної дози рентгенівського випромінювання на відстані 5 см від екрана відеотермінала при будь-яких положеннях регулювальних пристроїв становить 7,74·10–12 А/кг, що відповідає еквівалентній дозі 0,1 мбер/год (100 мкР/год).

Оптичні види випромінювання виникають завдяки взаємодії електронів з шаром люмінофору, нанесеного на екран ВДТ. Область оптичного випромінювання включає ультрафіолетове (УФ), світлове та інфрачервоне (ІЧ) випромінювання. Проведені дослідження показали, що інтенсивності випромінювання в ультрафіолетовій, видимій та інфрачервоній областях оптичного випромінювання є нижчими від допустимих значень [20, 22].  

Електромагнітні випромінювання радіочастотного діапазону охоплюють широкий спектр хвиль різної частоти. Проведені вимірювання радіочастотного випромінювання навколо ВДТ в діапазоні від 300 МГц до 18 ГГц показали, що у переважній більшості їх значення були нижчими 1 Вт/м2 [22].

Шум та вібрація виникають в лабораторії популяційно-генетичного моніторингу внаслідок використання стерилізаційного обладнання та системи вентиляції. Визначальне значення щодо несприятливої дії має інтенсивність шуму, його частотний склад, тривалість щоденного впливу, індивідуальні особливості людини, а також специфіка виробничої діяльності [20, 22].  

ВДТ на основі ЕПТ є джерелом електростатичних зарядів і, як наслідок, підвищеної напруженості електричного поля. Несприятливий вплив статичної електрики проявляється в тому, що вона здатна притягувати пил, бруд та інші частини, присутні в повітрі, навколо ВДТ. Електростатичний заряд зосереджується переважно на ЕПТ ВДТ, зокрема на екрані [22]. 


4.2. Організаційні та технічні заходи, що знижують вплив на працівників небезпечних або шкідливих виробничих факторів в лабораторії молекулярно-генетичних досліджень
Для захисту від шкідливої дії хімічних речовин необхідно дотримуватися  правил техніки безпеки в генетичних лабораторіях. Ефективним захистом людини від шкідливих домішок та речовин у повітрі являється раціональна вентиляція, якою обладнуються всі лабораторії. У якості додаткового профілактичного заходу використовують засоби індивідуального захисту. Щоб уникнути або зменшити шкідливий вплив хімічних речовин на організм, необхідно чітко притримуватись наступних заходів з охорони праці [25]:

1) перед початком робіт проводити інструктаж на робочому місці з виконавцями робіт;

2)  спостерігати за повною герметичністю систем;

3) проводити систематичний нагляд за роботою вентиляційних систем;

4) роботи проводити тільки в спеціальному одягу та спеціальному взутті з обов'язковим використанням засобів індивідуального захисту;

5) всі робочі місця забезпечувати необхідною кількістю води та нейтралізуючих речовин [25, 28].

Усі роботи з їдкими, отруйними, легкозаймистими й вибухонебезпечними речовинами проводяться в ізольованих і забезпе​чених належною вентиляцією приміщеннях або у витяжних шафах. Під час приготування миючих і дезінфікуючих розчинів необхідно одягати гумові рукавички і захисні окуляри. Переливати невелику кількість рідини необхідно за допомогою автоматичних піпеток, користуючись лійками або капілярними трубками. Під час приготування розчинів кислот вливають кислоту у воду, а не навпаки; сухі реактиви відбирають шпателем, склом чи ложкою. При зберіганні хімічних речовин на тарі повинна бути етикетка із зазначенням найменування та хімічної формули речовини, її питомої ваги, сорту, часу приготу​вання й прізвища працівника, що приготував цей препарат. Крім того, весь посуд із розчинами реактивів повинен мати номер. Реактиви мають завжди знаходитися на певних місцях. Не допускається використовування хімічного посу​ду для харчових цілей. Не дозволяється пробувати на смак чи нюхати невідомі речовини [28].
У лабораторії при виконанні аналізів широко використовується посуд та прилади зі скла. Під час роботи зі скляними приладами необхідно:

· захищати руки рушником під час збору скляних приладів або з’єднанні окремих частин їх за допомогою каучуку або гуми; 

· при розламуванні скляних трубок притримувати лівою рукою трубку біля надпилу; 

· при закриванні колби, пробірки або іншої тонкостінної посудини пробкою, тримати посудину за верхню частину шийки ближче до місця, куди повинна бути вставлена пробка, захищаючи руку рушником; 

· не допускається користуватися розбитим чи трісну​тим посудом, ставити його безпосередньо на вогонь і прибирати бите скло незахищеними руками;
· бите скло необхідно складати у спеціально виділену ємкість;

· по можливості скляний посуд і скляні частини заміняють пластиковими. 


З метою профілактики несприятливого впливу електромагнітного випромінювання від ВДТ на працівника необхідно:

· встановити на робочому місці відеотермінал, що відповідає сучасним вимогам стосовно захисту від випромінювань;

· не переобтяжувати приміщення значною кількістю робочих місць з ВДТ;

· вимикати ВДТ, якщо на ньому не працюють, однак знаходяться неподалік від нього [37].  


Для запобігання створенню значної напруженості електричного поля та захисту від статичної електрики необхідно:

· встановити нейтралізатори статичної електрики;

· підтримувати в приміщенні з ВДТ відносну вологість повітря не нижче 45–50%; можна для цього використати навіть побутові зволожувачі;

· застелити підлогу в приміщеннях з ВДТ антистатичним лінолеумом і проводити щоденне вологе прибирання;

· протирати екран та робоче місце спеціальною антистатичною серветкою або зволоженою тканиною;

· користувачам бажано носити одяг, особливо першого шару, з натуральних матеріалів;

· для “зняття” статичного заряду бажано кілька разів на день мити руки та обличчя водою, або час від часу торкатися металевих поверхонь, наприклад, батареї центрального опалення [25].


Серед чинників зовнішнього середовища, що впливають на організм людини в процесі праці, шкідливі речовини займають одне з важливих місць. 

Зниження концентрації шкідливих речовин. Необхідна кількість повітря в лабораторії, що потрібна для зниження концентрації шкідливих речовин, визначається за формулою:
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де Сгдк – граничнодопустима концентрація шкідливих речовин в повітрі робочої зони (Сгдкац=200 мг/м3);

Gіз – кількість шкідливих випаровувань в приміщенні, зменшувати яку треба загальнообмінною вентиляцією, кг/год;

Сіпр – концентрація шкідливих парів у приточному повітрі (Gапр=18 мг/м3), мг/м3. 
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Gа=1,9 кг/год,
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Сам=9 мг/м3;

Qм - кількість повітря прокачаного місцевою вентиляцією:
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де F – площа приміщення, м2(F=7 м2);

V – швидкість відкачування, м/с (V=0,6 м/с).
Qм = 15120 м3/год;

Gам = 0,136 кг/год;
Gіз = 1,9 (кг/год) – 0,136 (кг/год) = 1,764 кг/год;

Q = 1,764*106/(200-18) = 9692 м3/год.

Для зниження концентрації шкідливих речовин необхідно 9692 м3/год повітря.

Підвищена температура повітря. Для запобігання цього, необхідно надлишкове тепло видаляти за допомогою вентиляції, систематичного провітрювання приміщення, згідно вимог відповідних нормативів. Необхідна кількість повітря для видалення надлишкового тепла з приміщення до нормативних значень температури визначається за формулою:
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де Qзб – кількість виділеного надлишкового тепла за годину, ккал/год; 

Cn – питома теплоємність повітря, ккал/(кгºС); 

tвид – температура видаленого повітря, ºС;

tпр – температура приточного повітря, ºС;

ρпр – густина приточного повітря, кг/м3.  

Данні по лабораторії:

Qзб = 39 ккал/год; Cn = 0,25 ккал/(кгºС); tвид = 30ºС; 

tпр = 21ºС; ρпр  = 1,206 кг/м3.
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Для видалення надлишкового тепла в лабораторії необхідно 14,37 м3/год повітря.

Отримані значення - 9692 м3/год повітря (для зниження концентрації шкідливих речовин) та 14,37 м3/год повітря (необхідні для видалення надлишкового тепла) забезпечують нормативні показники і на робочих місцях у лабораторних приміщеннях, обладнаними обладнанням для виділення ДНК та її ампліфікації і  роботи з комп’ютерною технікою.

Відповідно до вимог ГОСТ 12.1.019-79 та ГОСТ 12.1.038-79 захист від небезпечного впливу електричного струму при експлуатації і ремонті устаткування, комп'ютерів забезпечується шляхом виконання наступних заходів [21, 25]:

- ізоляції струмовідних частин;

- огородження струмовіднихчастин, що запобігають випадковому дотику до них;

- застосування електричного, електромагнітного і механічного блокувань і знаків безпеки;

- маркірування, фарбування в різні кольори монтажних елементів і проводів, за допомогою яких виключається переплутування при настроюванні і регулюванні, а також випадкова подача інших напруг;

Порушення зорових функцій у користувачів комп'ютерів пов'язані, в основному, з трьома групами факторів: параметрами освітлення робочого місця; характеристиками дисплея; специфікою роботи за комп'ютером. 

Тому в профілактиці захворювання очей у першу чергу необхідно звернути увагу на забезпечення  раціонального освітлення на робочому місці, використання сучасних дисплеїв з покращеними характеристиками, дотримання режимів праці та відпочинку, а також необхідно щоб центр екрана був нижчий від кута зору [22, 26].


Для зниження рівнів шуму на робочих місцях рекомендується розмістити друкувальні пристрої ударної дії в іншому приміщенні, або огородити їх звукоізолюючими екранами.

Основними заходами та засобами боротьби з шумом є:
· зниження рівнів шуму в джерелі його утворення (застосовується, як правило, в процесі проектування);

· використання звукопоглинаючих та звукоізолюючих засобів;

· раціональне планування виробничих приміщень та робочих місць.

Під час виконання робіт з ПК у виробничих приміщеннях значення характеристик вібрації на робочих місцях не повинні перевищувати допустимих значень, визначених ДСН 3.3.6.039-99 та ГОСТ 12.1.012-90.


Для зниження вібрації обладнання, лабораторне обладнання слід встановлювати на спеціальні амортизуючи прокладки, передбачені нормативними документами.

 
4.3. Забезпечення пожежної і вибухової безпеки в лабораторії молекулярно-генетичних досліджень

Забезпечення пожежної безпеки - невід'ємна частина державної діяльності щодо охорони життя та здоров'я людей, національного багатства та навколишнього середовища. Відповідно до ст. 4 Закону України "Про пожежну безпеку", державні органи виконавчої влади та органи самоврядування всіх рівнів у межах своєї компетенції організовують розроблення та впровадження у відповідних галузях і регіонах організаційних і науково-технічних заходів щодо запобігання пожежам та їх гасіння, забезпечення пожежної безпеки населених пунктів і об'єктів [12, 13, 14].


Забезпечення пожежної безпеки є складовою частиною виробничої та іншої діяльності посадових осіб, працівників підприємств, установ, організацій. Згідно з чинним законодавством забезпечення пожежної безпеки підприємств, установ та організацій покладаються на їх керівників та уповноважених ними осіб, якщо інше не передбачено відповідним договором.


До джерел запалювання, які ініціюють горіння належать: відкрите полум’я, розжарені предмети, електричні розряди, теплові процеси хімічного, електричного та механічного походження, іскри від ударів та тертя, сонячна радіація, електромагнітні та інші випромінювання. Загальні вимоги до систем запобігання пожежі і пожежного захисту регламентується міждержавними стандартами системи стандартів безпеки праці ГОСТ 12.1.004 – 91 і  ГОСТ 12.1.010 – 76 і спеціальною нормативно – технічною документацією [15].

Причини пожеж і загорянь в лабораторіях є:

- неправильний пристрій, чи несправність, порушення режиму роботи систем опалення,  вентиляції і кондиціонування повітря;

- неправильний пристрій, чи несправність, перевантаження електричних установок і мереж; 

- іскроутворення за рахунок розрядів статичної електрики;

- самозапалювання і самозаймання речовин і матеріалів при неправильному їхньому  збереженні чи застосуванні;

- необережне поводження з вогнем;

- погане знання персоналом протипожежного інструктажу .

Відповідно до Правил пожежної безпеки в Україні основними організаційними заходами щодо забезпечення пожежної безпеки є:

- визначення обов'язків посадових осіб щодо гарантування пожежної безпеки;

- призначення відповідальних за пожежну безпеку окремих будівель, споруд, приміщень, дільниць тощо, технологічного та інженерного устаткування, а також за утримання і експлуатацію наявних технічних засобів протипожежного захисту;

- встановлення на кожному підприємстві (установі, організації) відповідного протипожежного режиму;

- розробка й затвердження загальнооб'єктної інструкції про заходи пожежної безпеки та відповідних інструкцій для всіх вибухопожежонебезпечних та пожежонебезпечних приміщень, організація вивчення цих інструкцій працівниками;

- розробка схем евакуації людей на випадок пожежі;

- встановлення системи оповіщення людей про пожежу, ознайомлення з ним усіх працюючих;

- визначення категорій будівель та приміщень за вибухопожежною та пожежною небезпекою відповідно до вимог чинних нормативних документів, встановлення класів зон за Правилами улаштування електроустановок;

- забезпечення територій, будівель та приміщень відповідними знаками, табличками із зазначенням номера телефону та порядку виклику пожежної охорони;

- створення та організація роботи пожежно-технічних комісій, добровільних пожежних дружин та команд.

Всі працівники лабораторії аналізу повинні володіти знаннями про властивості реактивів, які використовують для роботи, а також знати їх вибухо- та пожежонебезпечні властивості. Роботи які пов'язані з виділенням небезпечних парів і газів, слід проводити у витяжних шафах. Необхідно обмежити кількість пожежо- та вибухонебезпечних речовин при використанні і зберіганні їх в лабораторії, а також слід їх правильно розміщувати. В лабораторному приміщенні повинні знаходитись засоби пожежогасіння: ручний вогнегасник, вода, пісок. В лабораторії сособливу увагу приділяють заходам для забезпечення гасіння пожеж. До них відносяться будівництво димових люків для видалення та обмеження розповсюдження диму, який виникає при пожежі, наявність запасного виходу, плану евакуації та джерел води.  В разі виникнення пожежі використовують вогнегасник, в приміщенні їх 5 – по кількості кімнат в плані лабораторії [12, 14, 25]. 

Відповідальний за протипожежний стан службових приміщень призначається наказом керівником установи.

Після закінчення роботи слід прибирати робоче місце, вимкнути усі електроприлади, вентиляцію вимкнути не раніше ніж через 20 хвилин після закінчення роботи.

Для попередження виникнення пожежі в лабораторії забороняється:

· палити у виробничих приміщеннях; 

· залишати та зберігати папір, вату, марлю, спирт та інші легкозаймисті речовини та матеріали на шафах та поза ними, на радіаторах центрального опалення, поблизу палаючих пальників, електричних проводів і приладів; 

· зберігати легкозаймисті, вибухові та вогненебезпечні речовини (бензин, скипидар, ефір, спирт тощо) без дотримання правил безпеки; 

· нагрівати легкозаймисті речовини на відкритому вогні, електроплитах, тощо; 

· залишати без нагляду включені електроприлади, електричне освітлення, запалені газові пальники; 

· прибирати випадково пролиті легкозаймисті речовини при запалених пальниках і включених електроприладах; 

· запалювати вогонь, включати електроприлади, якщо в приміщенні відчувається запах газу; 

· порушувати електропроводку, заставляти шафами, завішувати плакатами, картинами, газетами тощо електропроводи, електровимикачі, розетки; 

· захаращувати коридори, переходи, виходи, сходи і доступи до протипожежних засобів шафами, столами та іншими предметами; 

· користуватися саморобними, несправними електронагрівальними приладами.

Важливе значення для забезпечення пожежо-, вибухобезпеки  має підтримка необхідного теплового режиму обладнання за допомогою природної або механічної вентиляції, а також тепловідводів спеціального призначення [12, 14, 25].


При виникненні пожеж рекомендується провести наступні дії:

- негайно повідомити пожежну охорону за телефоном “101”, вказати при цьому адресу, кількість поверхів, місце пожежі, наявність людей, а також своє прізвище; 

- повідомити про виникнення пожежі адміністрацію та охорону;

- вивести людей з небезпечної зони;

- вжити заходи щодо локалізації пожежі;

- по можливості вжити заходи щодо гасіння пожежі.


Керівник, якого повідомлено про виникнення пожежі, зобов’язаний:
- перевірити, чи викликана пожежно-рятувальна служба;

- перевірити, чи людей оповіщено про пожежу;

- вимкнути (за необхідності) струмоприймачі та вентиляцію;

- у разі загрози життю людей негайно організувати їх евакуацію, вивести за межі небезпечної зони всіх осіб, які не беруть участь у ліквідації пожежі;

- забезпечити дотримання техніки безпеки працівниками при гасінні пожежі;

- організувати зустріч підрозділів пожежно-рятувальної служби, надати їм допомогу під час локалізації та ліквідації пожежі.

Після прибуття на пожежу пожежних підрозділів необхідно забезпечити безперешкодний доступ їх до місця виникнення пожежі. Якщо є потерпілі, необхідно надати першу допомогу, викликати лікаря або вжити заходів щодо транспортування їх у медичний заклад для огляду  та надання допомоги [14, 21, 25].

РОЗДІЛ 5. ОХОРОНА НАВКОЛИШНЬОГО СЕРЕДОВИЩА

5.1. Проблеми утилізації використаних біопроб у наукових біотехнологічних лабораторіях 


На сьогоднішній день перед суспільством постала гостра проблема утилізації виробничих і комерційних відходів біотехнологічної галузі. Все це виникає внаслідок великого асортименту відходів виробництва та споживання, які негативно впливають на навколишнє середовище [9, 24]. 

Окремі положення деяких законодавчо-нормативних документів стосовно проблеми поводження з цією групою відходів ідуть у розріз з даними сучасних досліджень, а саме, у Наказі МОЗ України від 19.03.99 р. №67/59  “Про затвердження Правил проведення утилізації та знищення неякісних лікарських засобів, до складу яких входять наркотичні засоби, психотропні речовини та прекурсори” одним із методів видалення зазначених препаратів є злив до комунального колектора, що недопустимо.

Неякісні лікарські засоби та відходи фармацевтичної промисловості, які утворюються в Україні є найбільш шкідливою групою відходів. Препарати, які не знайшли збуту, відходи виробництва та фітобіотехнологічних препаратів відносяться до так званого Жовтого переліку, й усі без винятку визначаються як небезпечні.

Очисні споруди не розраховані на такий тип забруднювачів, а існуючі технологічні схеми очистки стічних вод не завжди можуть забезпечити достатній рівень видалення цих полютантів і тому потребують модернізації.
Окремі положення деяких законодавчо-нормативних документів стосовно проблеми поводження з цією групою відходів ідуть у розріз з даними сучасних досліджень, а саме, у Наказі МОЗ України від 19.03.99 р. №67/59  “Про затвердження Правил проведення утилізації та знищення неякісних лікарських засобів, до складу яких входять наркотичні засоби, психотропні речовини та прекурсори” одним із методів видалення зазначених препаратів є злив до комунального колектора, що недопустимо [24, 34].

Окремою проблемою в Україні є поводження з протермінованими та невикористаними ліками, які, обов’язково, потрапляють на сміттєзвалища. Дослідження науковців щодо поводження з протермінованими фармацевтичними препаратами свідчить, що тільки 1,4 % населення повертає ліки до фармацевтів, а більша частина 89,4 % потрапляють у довкілля і становлять загрозу для живих організмів. Завдяки проведенню екологічної політики, жителі інших народів здають непридатні ліки на утилізацію [24, 34]. Аналогічні дослідження в Україні і Росії не проводили, проте є дані, що майже в кожного десятого лікарського засобу з домашніх аптечок закінчився термін придатності [33, 40]. Без налагодженої системи поводження з неякісними лікарськими засобами вони з часом опиняться в каналізації чи на сміттєзвалищі. 

Отже, головний спосіб позбутися непридатних ліків для населення – це змив до каналізації чи викидання в побутове сміття. Тому, сміттєзвалища стають ще одним джерелом надходження біотехнологічних відходів у довкілля.

Негативний вплив біотехнологічних відходів на довкілля та людей буде посилюватись, зважаючи на темпи розвитку галузі. Фармацевтична сфера, основою якої є вітчизняна фармацевтична промисловість, має як потужних виробників, так і розвинуту систему дистриб’юторів гуртової та роздрібної торгівлі. 

5.2. Основні операції з відходами біотехнологічного підприємства

Відходи – це будь-які речовини (субстанції, матеріали або лікарські засоби), що утворюються в процесі діяльності фармацевтичного підприємства і населення, та не мають подальшого використання за місцем утворення та призначена.

Тверді відходи – це відходи, які утворилися в процесі виробництва і реалізації лікарських засобів (відбраковані субстанції; відбраковані лікарські засоби, які не пройшли технічного контролю; фальсифіковані лікарські засоби;  відходи пакувальних матеріалів; ампули, флакони, пляшки тощо).

Правове визначення поняття «відходи» закріплене національним законодавством. В останні роки прийнято низка нормативних актів, які регулю​ють процес поводження з відходами на всіх стадіях — від їх утво​рення до знешкодження, захоронення і утилізації. Основними нормативно-правовими актами в даній галузі є: Закон України від 19 червня 1991 року «Про охорону навколишнього природного се​редовища», Закон України від 5 березня 1998 року «Про відходи», Закон України від 30 червня 1995 року «Про поводження з радіоак​тивними відходами», Закон України від 14 вересня 2000 року «Про загальнодержавну програму поводження з токсичними відходами», Закон України від 8 лютого 1995 року «Про використання ядерної енергії та радіаційну безпеку», Постанова Кабінету Міністрів Укра​їни від 4 березня 2004 року «Про затвердження Програми поводжен​ня із твердими побутовими відходами», а також розпорядження Уряду України від 1 серпня 2007 року «Про схвалення Концепції Загальнодержавної цільової екологічної програми поводження з ра​діоактивними відходами».

Особлива роль у регулюванні відносин у сфері поводження з від​ходами належить Закону України від 5 березня 2008 року «Про від​ходи». Він визначає правові, організаційні та економічні засади діяль​ності, пов’язаної із запобіганням або зменшенням обсягів утворення відходів, їх збиранням, перевезенням, зберіганням, обробленням, ути​лізацією та видаленням, знешкодженням та захороненням, а також з відверненням негативного впливу відходів на навколишнє природне середовище та здоров’я людини на території України. У ньому закріп​люються основні терміни, права і обов’язки суб’єктів у сфері пово​дження з відходами, компетенція державних органів і органів місце​вого самоврядування, відносини права власності на відходи та інші найбільш важливі питання.

Отже, на біотехнологічних підприємствах або регіонах, для забезпечення зменшення відходів біотехнологічних підприємств, повинен міститись підрозділ, який займається розподілом відходів, створення відповідних матеріальних, фінансових і інформаційних потоків, які рухаються у зворотному напрямку у порівнянні зі звичайним; призводить до скорочення джерел відходів (зменшення обсягів відходів), переробку (повернення у виробничий ланцюг), спалювання відходів і отримання енергії, захоронення відходів [30, 43, 44].

Таблиця 5.1

Основні операції з розподілу відходів на біотехнологічних підприємствах

	Об’єкт 
	Операції 

	Продукція 
	Повернення постачальнику субстанцій і матеріалів у зв’язку з невідповідністю їх якості або комплектації

Повторне використання як сировини 

Використання в побутових цілях 

Переробка 

Знищення 

Утилізація 

	Упаковка 
	Повторне використання 

Переробка 

Ремонт 

Утилізація 

Відновлення 

Знищення 


Постійне надходження у довкілля неякісних лікарських засобів та відходів фармацевтичної промисловості становлять значну небезпеку для здоров’я людини та компонентів довкілля. Головні джерела надходження біотехнологічних відходів у довкілля – каналізаційні стоки та сміттєзвалища. Важливою і вкрай необхідною потребою сьогодення є створення нової та розширення сучасної нормативної бази із зазначеної проблеми. В цих країнах немає системи моніторингу лікарських засобів у компонентах довкілля, тому складно дати кількісну та якісну оцінку забруднення. Необхідно розвивати аналітичні методи ідентифікації лікарських засобів, передусім у стічних та поверхневих водах, а також у ґрунтах. Вивчення проблеми поширення біотехнологічних відходів дасть змогу детальніше оцінити ступінь їхнього впливу та з’ясувати потенційні загрози для довкілля і здоров’я населення. Тому налагодження системи поводження з фармацевтичними відходами є дуже актуальною екологічною проблемою, вирішення якої можливе за умови підвищення уваги на рівні держави до цієї групи відходів та формування громадської екологічної свідомості. 

5.3. Процес поводження з відходами на стадії їх утилізації 

Для того, щоб забезпечити ефективне використання біотехнологічних відходів, необхідно створити інформаційні потоки, створити підґрунтя для розробки оптимальної стратегії поводження з відходами та контролювати процес її реалізації, оптимізувати маршрути транспортування відходів і т.п. [43, 45, 48].

Для цього необхідно створити інформаційну базу, яка акумулює дані про характеристики функціонування системи поводження з відходами та факторів впливу на неї.

У зв’язку з тим, що постійно змінюється склад та характер відходів, їх обсяг, асортимент, тому необхідно проводити постійний моніторинг цих змін, що потребує створення певних баз даних по виробниках відходів, транспортним організаціям, маршрутам перевезення, комплексів з переробки. Це дозволяє враховувати всі потоки відходів і попередити їх вивезення на несанкціоновані смітники.

Процес поводження з відходами включає певні етапи поводження з ни​ми, які врегульовані нормами права з моменту їх утворення і до зне​шкодження, захоронення або утилізації.

Відходи утворюються юридичними і фізичними особами в про​цесі їх діяльності. З метою запобігання або зменшення обсягів їх утворення Закон (ст. 31) передбачає: розроблення та впровадження науково обґрунтованих нормативів утворення відходів на одиницю продукції (сировини та енергії), виконання робіт і надання послуг, що регламентують їх кількісний та якісний склад, відповідно до передових технологічних досягнень; періодичний перегляд встановлених норма​тивів утворення відходів, спрямованих на зменшення їх обсягів, з ура​хуванням передового вітчизняного і зарубіжного досвіду та економіч​них можливостей; встановлення на основі затверджених нормативів, лімітів на утворення відходів; розроблення системи поводження з імпортними пакувальни​ми матеріалами і тарою; розроблення загальних вимог щодо поводжен​ня з побутовими відходами; розроблення системи інформаційного, науково-методичного забезпечення виробників відходів відомостями про технологічні та інші можливості зменшення обсягів утворення та  утилізації відходів; запровадження відповідно до закону санкцій за перевищення лімітів на обсяги утворення та розміщення відходів.

Збирання відходів є першим етапом поводження з відходами. Він являє собою діяльність, яка пов’язана з вилученням, накопиченням і розміщенням біотехнологічних відходів у спеціально відведених місцях чи об’єктах, включаючи сортування відходів з метою подальшої утилізації або ви​далення.

Перевезення відходів — це транспортування відходів від місць їх утворення або зберігання до місць чи об’єктів оброблення, утилізації чи видалення. У законодавстві додатково закріплюється транскордон​не перевезення відходів. Під ним розуміється транспортування відходів з території, на /або через територію України, на територію або через територію іншої держави.

Транспортування небезпечних відходів дозволяється лише за на​явності їх паспорта та дозволу (ліцензії) на поводження з ними і тіль​ки спеціально обладнаним для цього транспортним засобом. Переве​зення таких відходів здійснюється за умови обов’язкового страхування цивільної відповідальності перевізника за збитки, які можуть бути за​вдані ним під час перевезення. В Україну забороняється ввезення відходів з метою їх зберігання чи видалення.

Оброблення (перероблення) відходів — це здійснення будь-яких технологічних операцій, пов’язаних зі зміною фізичних, хімічних чи біологічних властивостей відходів, з метою підготовки їх до екологіч​но безпечного зберігання, перевезення, утилізації чи видалення.

Знешкодження відходів — зменшення або усунення небезпеки від​ходів шляхом механічної, фізико-хімічної або біологічної обробки. Знешкодження і переробка біотехнологічних відходів здійснюється спеціальними службами.

Утилізація відходів передбачає використання відходів як вторинних матеріальних чи енергетичних ресурсів. Утилізація здійснюється як твердих побутових відходів, так і відходів промисловості. Більшість відходів біотехнологічної промисловості також підлягає утилі​зації. Законодавство забороняє змішування чи захоронення відходів, для утилізації яких в Україні існує відповідна технологія.

Видалення відходів — здійснення операцій з відходами, що не призводять до їх утилізації. Закон України «Про відходи» з метою повного обліку та опису місць видалення відходів, їх якісного і кількіс​ного складу, а також здійснення контролю за впливом відходів на на​вколишнє природне середовище та здоров’ я людини передбачає веден​ня реєстру місць видалення відходів. Реєстр таких місць здійснюється на підставі відповідних паспортів, звітних даних виробників відходів, відомостей спеціально уповноважених органів виконавчої влади у сфе​рі поводження з відходами. Вони підлягають щорічному уточненню. Порядок ведення реєстру місць видалення відходів затверджений По​становою Кабінету Міністрів України від 3 серпня 1998 року.

Одним з етапів поводження з відходами є їх розміщення, під яким розуміють їх зберігання і захоронення в спеціально відведених для цього місцях чи об’єктах (полігонах, сховищах, комплексах тощо).

Зберігання відходів — це тимчасове розміщення відходів у спеці​ально відведених місцях чи об’ єктах (до їх утилізації чи видалення). На кожне місце або об’єкт зберігання або видалення відходів склада​ється спеціальний паспорт, у якому визначаються найменування та код відходів (згідно з Державним класифікатором відходів), їх кількісний і якісний склад, походження, а також технічні характеристики місць або об’єктів зберігання чи видалення, а також відомості про методи контролю та безпечної експлуатації цих місць чи об’єктів.

Захоронення відходів — остаточне розміщення відходів при їх ви​даленні у спеціально відведених місцях чи об’єктах таким чином, щоб довгостроковий шкідливий вплив відходів на навколишнє природне середовище та здоров’ я людини не перевищував установлених норма​тивів. Зберігання і захоронення небезпечних відходів дозволяється лише у спеціально обладнаних місцях.

Законодавством забороняється несанкціоноване скидання і роз​міщення біотехнологічних відходів у підземних горизонтах, на території міст та інших населених пунктів, на територіях природно-заповідного фонду, на землях природоохоронного, оздоровчого, рекреаційного та історико- культурного призначення, а також у межах водоохоронних зон і зон санітарної охорони водних об’ єктів.

5.4. Рекомендації з вирішення проблеми поводження з відходами біотехнологічного виробництва

Україна, як сучасна правова держава, обрала для себе одним із пріоритетних напрямів розвитку спрямованість на ЄС, зокрема, шляхом гармонізації українського законодавства до європейських та міжнародних стандартів, адаптації положень нормативно-правових актів, у тому числі й щодо відходів. Тому вирішення проблеми поводження з відходами на державному рівні має здійснюватись, насамперед, шляхом упровадження ефективного законодавчого регулювання, яке повинно будуватись з урахуванням національних особливостей та позитивного досвіду закордонного законодавства. 

Діяльність будь-якого біотехнологічного виробництва може призвести до виникнення екологічних проблем загального і приватного характеру, а саме:

1) виснаження і загибелі природних екосистем навколо біотехнологічних підприємств або неадекватного популяційному тиску одних видів живих істот на інші (наприклад, розростання ціанобактерій у водосховищах);

2) зростанню стресових навантажень на людей, що проживають поблизу великих біотехнологічних підприємств (вихлопні гази, шум, випаровування, корпускулярні алергени в атмосфері та ін.);

3) забруднення повітря, природних водойм грунтів біологічними та хімічними агентами, що використовуються в технологічному процесі і містяться у відходах виробництва.

Тому, екологічно безпечна схема біотехнологічного виробництва обов'язково повинна включати стадії ізоляції та знезараження твердих, рідких і газоподібних технологічних відходів.

Вибір системи знезараження й очищення - справа інженерного розрахунку з урахуванням економічної оцінки варіантів. Але головним критерієм завжди має бути відсутність ризиків для людини і навколишнього середовища.

І в даному випадку, держава повинна не тільки забезпечити контроль над дотриманням нормативів з безпеки біотехнологічних виробництв, а й централізовано покрити частину витрат на встановлення таких систем. Такого підходу вимагають інтереси сучасного суспільства і майбутніх поколінь.

Тому необхідно:


- створити державну систему контролю за наявністю продуктів біотехнології та продуктів їх переробки у сільськогосподарській сировині, продуктах харчування та кормах як вітчизняного, так і зарубіжного походження;

 
- гармонізувати національне законодавство з відповідним законодавством ЄС, оскільки це є необхідною умовою для успішного просування органічної продукції сільського господарства та харчової промисловості на європейський ринок;


- провести нвентаризацію основних та ймовірних місць утворення і накопичення біотехнологічних відходів для визначення їх кількості;
- розробити та застосувати найбільш екологічно безпечні та сприйнятливі у фінансовому відношенні методи знешкодження відходів;
- зменшти та попередити забруднення довкілля фармпрепаратами (запобігання прямому скиду неочищених стічних вод у навколишнє середовище, повторне використання оброблених стічних вод);
- вести постійний моніторинг об’єктів довкілля на присутність біотехнологічних препаратів;
Для зменшення надходження біотехнологічних відходів, продуктів їх біотрансформації в навколишнє середовище та зниження їх можливого негативного впливу на довкілля вважається необхідним розроблення та впровадження системи пріоритетних заходів, що передбачають [43, 45]:

- забезпечення відповідними нормативними документами, які забороняють скидання неякісних відходів біотехнологічних лабораторій у каналізаційну систему;

- вдосконалення існуючих технологій очищення стічних вод на очисних спорудах, щоб забезпечити їх очистку від відходів біотехнологічного виробництва, їх метаболітів, продуктів біотрансформації і хімічних сполук та розробити систему контролю наявності таких речовин;

- враховуючи те, що в мулі очисних споруд головним чином накопичуються хімічні речовини, які мають високі коефіцієнти поглинання, застосування мулу в якості добрива можна дозволяти тільки після певного часу витримки та проведення відповідного контролю на вміст залишків біологічно активних речовин. Теж саме стосується і перегною з тваринницьких ферм, забруднених препаратами;

- попередження надходження в каналізаційну систему особливо небезпечних лікарських засобів шляхом проводення попередньої обробки їх залишків, забруднених шприців, внутрішньовенних систем для знешкодження їх біологічної активності;

- видалення та розміщення протермінованих продуктів біотехнологічного виробництва, дезінфікуючих засобів, косметичної продукції, необхідно проводити із застосуванням сучасних технологій, які не дозволяють або мінімізують їх надходження в навколишне середовище. Не допускається розміщення таких відходів на полігонах побутових відходів без відповідної попередньої обробки для зниження їх біологічної активності;

- зменшення надходження небезпечних хімічних речовин у довкілля шляхом впровадження належної виробничої практики (GMP) на підприємствах біотехнологічної галузі, що вимагає підтримання виробництва на сучасному рівні при мінімізації утворення біотехнологічних відходів;

- випуск та ввезення високоякісної фармацевтичної продукції, з проведенням прогнозуванням та регулюванням кількості біотехнологічної продукції відповідно потребам населення;

- вважається доцільним при удосконаленні української національної системи охорони здоров'я поняття "медико-екологічної безпеки", визначити як окрему важливу проблему захисту довкілля від полютантів, які з'являються внаслідок людської діяльності, накопичення та невідповідного поводження з медичними відходами. 

Існуюча ситуація потребує удосконалення законодавства та створення системи моніторингу довкілля за цими чинниками, розробки та введення системи заходів щодо урегулювання та попередження їх негативного впливу на довкілля та здоров'я населення відходів біотехнологічної промисловості [48, 53].
Налагодження системи поводження з відходами біотехнологічної галузі є дуже актуальною екологічною проблемою, вирішення якої можливе за умови підвищення уваги на рівні держави до цієї групи відходів та формування громадської екологічної свідомості.
ВИСНОВКИ
1. Проведений комплексний аналіз генетичної структури українських лускатих і рамчастих порід коропа любіньського внутрішньопродного типу за використання молекулярно-генетичних маркерів, визначення рівня цитогенетичної мінливості.   


2. За результатами аналізу генетичної структури за використання ДНК-маркерів встановлено породоспецифічні особливості, визначено генотиповий склад. Рівень поліморфізму спектрів ампліфікованих міжмікросателітних послідовностей у рамчастих коропів виявився дещо вищим. У досліджених популяцій спостерігали рівновагу за законом Харді-Вайнберга, що свідчить про нейтральність вибраних для аналізу локусів.

3. Встановлено локус-специфічність генетичної структури коропів, в залежності від використаного праймеру. Мікросателітні послідовності ядерної ДНК, в залежності від основного мотиву, мають різну ступінь внутрішньопорідної консервативності. Відмічається зниження генетичної різноманітності у рамчастих коропів (Н=0,666±0,039), порівняно з лускатими (Н=0,703±0,033).
4. Результати досліджень з використанням методик на основі поліморфізму ДНК-маркерів показали, що для індивідуального генотипування необхідно підбирати високоспецифічні маркери, поліморфізм за якими можна виявляти на рівні особин. Метод аналізу повторюваних послідовностей ядерної ДНК придатний для популяційного генотипування і аналізу філогенетичних відносин порід коропа. Він простий у виконанні,  надійний і не вимагає великих матеріальних витрат.
5. В результаті аналізу генетичної структури коропів любіньського типу української рамчастої та лускатої порід за розподілом алельних варіантів генетико-біохімічних систем – TF, EST, ALB, MDH, ME, СА, встановлено, що для диференціації за умовами вирощування українських порід коропа доцільно використовувати локуси TF, EST, СА, ME.

6. У лускатих коропів, рівень середньої гетерозиготності на локус становив 62,8 %, домінували особини з генотипом Tf С1С1, що може бути їх специфічною генетичною особливістю. Можливою причиною цього є вплив факторів штучного добору в коропів любіньського внутрішньопродного типу української рамчастої та лускатої порід. У цих групах рівень середньої гетерозиготності на локус був відповідно 62,8 % і 60,6 %.

7. Визначено основні показники цитогенетичних аномалій (еритроцитів з з мікроядрами - ЕМЯ, , двоядерних лейкоцитів - ДЛ, одноядерних лейкоцитів з мікроядрами - ЛМЯ, апоптозних клітин - А і «амітозних» еритроцитів, тобто еритроцитів у стані ділення -ДЕ) в клітинах периферійної крові. за використання мікроядерного тесту.

8. Встановлено, що рамчастий короп статистично достовірно характеризується вищим рівнем цитогенетичних аномалій за кількістю ЕМЯ (3,9±0,2 ‰). Спостерігали зниження кількості мікроядерних лейкоцитів (0,9±0,3‰) та зростання апоптозів (1,9±0,3‰), зафіксоване зростання кількості аномальних лімфоцитів.


Отримані дані свідчать про те, що обрані для аналізу біотехнологічні методи генетичного контролю, дали змогу провести визначення рівня міжпопуляційної мінливості у порід коропа за використання різних типів молекулярно-генетичних маркерів. Оцінка генотипового складу, визначення ступеню диференціації, є підгрунтям для визначення рівня їх адаптивності і є обов’язковими при проведенні селекційно-племінної роботи в коропівництві.

РЕКОМЕНДАЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ
1. Для підвищення ефективності селекційно-племінної роботи в господарстві  слід проводити формування племінних стад коропа, з врахуванням результатів комплексного молекулярно-генетичного аналізу та мікроядерного тесту.

2. Для оцінки впливу мутагенів на організм коропа рекомендується використовувати швидкий та  високоефективний мікроядерний тест, як показник дестабілізації хромосомного апарату, який дозволяє оцінити частоту мікроядер індукованих фізичними, хімічними та біологічними мутагенами та використовується як скринінг-система генотоксичної дії кластогенних та анеугенних  агентів. 
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