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ОПТИМІЗАЦІЯ МЕТОДІВ ВИДІЛЕННЯ ДНК З БІОЛОГІЧНОГО 
МАТЕРІАЛУ БДЖІЛ РІЗНИХ СТАДІЙ МЕТАМОРФОЗУ 

М. Д. ПАЛЬКІНА, О. І. МЕТЛИЦЬКАv 
Інститут розведення і генетики тварин ім. М.В.Зубця НААН (Чубинське, Україна) 
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Проведено порівняльний аналіз найбільш розповсюджених методів виділення ДНК а) ме-
ханічна обробка зразків, 5% «Chelex-100», 1М ДТТ, протеїназа К, час інкубування 30 та 180 
хвилин; б) механічна обробка зразків, 20% «Chelex-100», тривалість інкубування180 хвилин, в) 
виділення ДНК стандартним комерційним набором реагентів «ДНК-сорб Б», згідно з рекоме-
ндаціями виробника. Аналіз отриманих нами результатів виявив, що найбільш економічним 
підходом було інкубування зразків у розчині 20% «Chelex-100», але застосована методика по-
ступається «ДНК Сорб-Б» за кількісними та якісними показниками екстрагованої ДНК із не-
значними відхиленнями, що не мають суттєвого впливу на результати проведення ПЛР.  
Ключові слова: ДНК, «ДНК Сорб-Б», «Chelex -100», протеїназа К, екзувій, екстинкція 
OPTIMIZATION OF DNA EXTRACTION METHODS FROM BIOLOGICAL MATERIALS 
OF HONEY BEES IN A DIFFERENT METAMOTPHOSIS PHASE 
M. Palkina, O.Metlitska 
Institute of Animal Breeding and Genetics nd. a. M.V. Zubets of NAAS (Chubynske, Ukraine) 

In recent comparative investigation analysis of most common methods of DNA extraction using 
ion exchange resin «Chelex-100» in different concentration this combination of reagents and incu-
bation time in comparison of commercial kit «DNA Sorb B», content with recommendation of extrac-
tion protocol. The analysis of our results showed that the most economical approach would incubat-
ing samples in a solution of20% «Chelex-100» time of incubation 180 minutes. It should be noted 
that applied method acquiesce to commercial kit «DNA Sorb B» for quality and quantitative scores 
of DNA solution that set in minor deviation that do not have significant impact in PCR results. 
Keywords: DNA, « DNA Sorb - B», «Chelex® -100», proteinase K, exuviae, extinction 
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Проведен сравнительный анализ наиболее распространенных методов выделения ДНК 
а) механическая обработка образцов, 5% «Chelex-100», 1М ДТТ, протеїназа К, время инкуба-
ции 30 и 180 минут б) механическая обработка образцов, 20% «Chelex-100», прордолжитель-
ность инкубации180 минут, в) выделение ДНК с помощью стандартного коммерческого 
набора реагентовв «ДНК-сорб Б», в соответствии с рекомендациями производителя. Анализ 
полученных нами результатов показал, что наиболее экономичным подходом было инкубиро-
вание образцов в растворе 20% «Chelex-100», но использованная методика уступает «ДНК 
Сорб-Б» по количественным и качественным показателям экстрагированной ДНК с незначи-
тельными отклонениями, не имеющими существенного влияния на результаты проведения 
ПЦР. 
Ключевые слова: ДНК, «ДНК Сорб-Б», «Chelex -100», протеиназа К, экзувий, экстинкция 

Вступ. Важливим у вивченні особливостей живого організму є дослідження функціона-
льної активності генетичного матеріалу клітини. Застосування фізико – хімічних методів у су-
часній біології дозволяє отримувати у чистому вигляді генетичний матеріал клітини з метою 
подальшої ідентифікації як окремих його компонентів, так і геному організму в цілому. Саме 
тому одним із важливих етапів молекулярно-генетичного дослідження будь-яких біологічних 
об’єктів є вибір методики виділення ДНК із біологічного матеріалу.  

Нині існують чотири основні методи виділення ДНК: класичний референтний метод фе-
нол-хлороформної екстракції [1], метод із застосуванням цетілтриметіламонійброміду з насту-
пною екстракцією хлороформом – ЦТАБ [2], виділення за допомогою сорбентів [3] , сольовий 
метод [4], застосування іонообмінної смоли [5], різні модифікації стандартних комерційних 
наборів (AmpliSens, ThermoScientific, Qiagen). Певним чином, всі існуючі методи застосову-
ють у різних комбінаціях та поєднаннях. При роботі зі зразками біологічного матеріалу бджіл 
(Apis mellifera spp), необхідно зауважити на існування особливостей анатомічного та хімічного 
складу тіла комахи, вміст пігментів та віскоподібних речовину черевці бджоли, що можуть 
слугувати інгібіторами полімеразної ланцюгової реакції при проведенні молекулярних дослі-
джень, залежно від ступеня очищення нуклеїнових кислот. Саме тому, при проведенні проце-
дури екстрагування ДНК, рекомендується використовувати окремі фрагменти тіла комахи: го-
лову, груди або тергіти [6]. Останнім часом рядом науковців було запропоновано метод за-
життєвого визначення генотипу бджіл за використання для виділення ДНК екзувію щойно ви-
лупленої матки чи фрагментів її крилець. Таким чином, вибір методики виділення ДНК нау-
ковцем, необхідність її оптимізації чи вдосконалення залежить від поставлених у дослідженні 
завдань: кількості вихідного біологічного матеріалу, його видової належності, швидкості про-
ведення процедури, вартості реагентів на одне визначення, ступеня нативності і чистоти ДНК, 
терміну зберігання отриманого екстракту, подальшої методики дослідження (ПЛР, сиквену-
вання, клонування) тощо.  

Мета роботи. Адаптація, оптимізація та застосування в складних економічних умовах 
вітчизняних лабораторій існуючих методик виділення ДНК з біологічного матеріалу бджіл за 
допомогою реагенту «Chelex-100», що дасть можливість оптимізувати витрати праці та пок-
ращити економічні показники протоколу виділення ДНК.  

Матеріали та методи. З метою проведення дослідження було відібрано зразки біологі-
чного матеріалу бджіл: екзувій лялечки маточки, личинки трутневого розплоду, окремі час-
тини тіла імаго бджіл (голова та груди). Мисочки та трутневий розплід було отримано з дос-
лідної пасіки ННЦ Інституту бджільництва імені П. І. Прокоповича НААН. Виділення ДНК із 
біопроб бджіл Apis mellifera ssp. проводили за використання іонообмінної смоли «Chelex-100» 
у різних концентраціях і комбінаціях. Кількісний і якісний аналіз проб ДНК порівнювали із 
параметрами зразків, отриманих комерційним набором «ДНК – Сорб Б» («Амплісенс», Росія) 
методами спектрофотометрії і візуалізації зразків після електрофоретичного розділення у 2% 
агарозному гелі. Перед постановкою проб на визначення кількісних та якісних показників, 
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проводили розведення зразків ДНК досліджуваного об’єкту у співвідношенні 1:40. Ступінь 
забруднення білковими, полісахаридними фракціями (ОД 260/230) та кількісний вміст ДНК 
(ОД 260/280) у виділених пробах проводили за допомогою спектрофотометру «BioSpec – 
nano» за умов об'єму досліджуваного зразку 2 мкл і довжиною оптичного шляху 0,7 мм. Отри-
мані дані порівнювали з табличними нормами коефіцієнтів ОД 260/280 = 1,8–2,0; ОД 260/230 
= 1,8–2,2. [7]. Перевірка зразків ДНК з біологічного матеріалу бджіл, виділених «Chelex-100» 
відбувалась після холодної витримки протягом 24 годин за температури мінус 20°С у ПЛР з 
праймерами до фрагмента гена локусу кількісних ознак (QTL) Sting -2 наступної структури 
[8]: 
3' -CTC GAC GAG ACG ACC AAC TTG – 5’  
3' - AAC CAG AGT ATC GCG AGT GTT AC -5’  

Програма ампліфікації: 94°С – 5 хв – 1 цикл; 94°С – 1 хв., 57°С – 1 хв , 72°С – 2 хв – 30 
циклів; елонгація за 72°С протягом 2 хв – 1 цикл. Розділення отриманих ампліконів проводили 
за допомогою гель-електрофорезу за низького струму - 7 µА, у 1,5% агарозному гелі (Sigma) 
у 1-но кратному ТАЕ буфері з додаванням у розчин і гель бромистого етидію [7]. Візуалізацію 
продуктів ПЛР-синтезу проводили на трансілюмінаторі в ультрафіолетовому світлі за дов-
жини хвилі 280 нм з наступною фотодокументацією електрофореграм через оранжевий світ-
лофільтр. 

Ступінь нативності та концентрації ДНК додатково проводили шляхом електрофорезу 
зразків нативної ДНК у 2% агарозному гелі, на доріжку гелю наносили по 4 мкл кожного зра-
зка, змішаного з буфером для нанесення проб на основі бромфенолового синього [7] у кілько-
сті 2 мкл. 

Результати досліджень. На момент проведення оптимізації методів виділення ДНК, від-
повідно до існуючих методик зарубіжних фахівців, буловстановлено оптимальний об'єм роз-
чину іонно-обмінної смоли у запропонованій концентрації : замість 60 мкл розчину викорис-
товували 120 мкл «Chelex-100», пробопідготовку у рідкому азоті було замінено на механічну 
обробку зразків (розтирання скляним товкачем), також було змінено час інкубації з 30хв на 
180хв [9]. Застосування авторської комбінації методу «Chelex-100» з лізуючими ферментами, 
протеіназою К та детергентами (1М дітіотрейтол), також було внесено зміни щодо часу інку-
бації, який було зменшено до 180 хв замість запропонованих 12 годин [10]. Зміни якісних ха-
рактеристик отриманої ДНК в пробах після зменшення часу інкубації не було виявлено.  

Кількісні показники співвідношення кількісних (ОД 260/280) та якісних показників 
(ОД 260/230) отриманої ДНК представлено у графічному вигляді на рис. 2. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Рис. 1. Візуалізація нативної ДНК, отриманої з біологічного матеріалу бджіл, за різних методичних підхо-
дів : ДНК, одержана з: 1-екзувію, 2 – лялечки, 3 – імаго робочих бджіл, 5% «Chelex-100»; проби з 4-6 включно 

в тому ж порядку біологічного матеріалу із застосуванням 20% «Chelex-100»; проби 7-9 виділені із 
застосуван-ням комерційного набору «ДНК Сорб-Б».  
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При опрацюванні протоколу комерційного набору «ДНК Сорб – Б» було встановлено, 
що незначне збільшення часу інкубації зразків у лізуючому розчині (3-5 хв), призводить до 
желювання зразка, що гальмує або унеможливлює процес подальшої роботи із пробою. Скла-
дність полягає у тому, що желеподібний агент неможливо відібрати автоматичним дозатором 
у рівних об'ємах, згідно зазначених рекомендацій виробника. 

    1       2          3       4         5         6       7         8          9      10       11         12 
Рис. 2. Графічне зображення показників якості та кількості ДНК, залежно від використаного методу екст-
рагування: 1-3 кількісно-якісні показники екстрагованої ДНК за використання реагенту «Chelex-100» 5% кон-
центрації у поєднанні з протеіназою К та 1М ДТТ, час інкубації 30 хвилин; 4-6 «Chelex-100» 5% концентрації у 
поєднанні з протеіназою К та 1М ДТТ, час інкубації 180 хвилин; 7-9 за використанням «Chelex-100» 20% кон-
центрації, час інкубації 180 хвилин; 10-12 кількісно-якісні показники екстрагованої ДНК за використання коме-

рційного набору ДНК – Сорб Б. 

Згідно з побудованим графіком (рис. 2), найвища концентрація ДНК (1502,97 нг) з кращими 
показниками ступеня очищення (відношення ОД 260/230 = 1,57) показана для проб, отриманих 
за використання комерційного набору «Сорб - Б». Найнижчими показниками характеризу-
ються проби, отримані за використання реагенту «Chelex-100» 5% концентрації у поєднанні з 
протеїназою К та 1М ДТТ із скороченим часом інкубації (30 хв) що відповідає таким показни-
кам: кількість ДНК = 135,25 нг, ОД 260/280 = 1,36, ОД 260/230 = 0,67 (екзувій); кількість ДНК 
= 91,16 нг, ОД 260/280 = 1,06; ОД 260/230 = 0,43 (лялечка); кількість ДНК = 73,41 нг, 
ОД 260/280 = 1,73 ОД 260/230 = 0,48 (імаго). 

Висновки. Найбільш економічним способом виділення ДНК з біологічного матеріалу 
бджіл виявився 20% розчин іонно – обмінної смоли «Chelex-100» з тривалістю інкубаційного 
періоду 180 хвилин, та попередньою обробкою досліджуваних зразків у механічний спосіб 
шляхом подрібнення зразків у пробірці наконечником для самплеру V= 200 мкл. Згідно з отри-
маними результатами щодо показників ОД 260/280 при достатній кількості ДНК у розчині 
спостерігається забруднення проб, екстрагованих з личинок трутневого розплоду білковими 
та полісахаридними фракціями (ОД 260/230), що пояснює наявність у зразках маточного мо-
лочка, але заключна стадія протоколу передбачає термічну обробку за +99 °С протягом 8 хви-
лин, що забезпечує руйнування структур забруднюючих агентів, що в цілому не призводить 
до інгібірування ПЛР. Також слід зауважити, що найкращий результат можна отримати з ек-
зувію, відібраного одразу після виходу матки з маточнику, що знижує вірогідність руйнації 
молекул ДНК під впливом активізації нуклеаз, але не пізніше 12 годин з моменту виходу при 
застосуванні технології ізольованого отримання маток.  
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УДК 636.082:575  

ГЕНЕТИКО-ПОПУЛЯЦІЙНЕ ОБГРУНТУВАННЯ ДОЦІЛЬНОСТІ 
ВИКОРИСТАННЯ LEPR (c.232Т>А) У ВІТЧИЗНЯНІЙ МАРКЕРНІЙ 
СЕЛЕКЦІЇ ВЕЛИКОЇ БІЛОЇ І МИРГОРОДСЬКОЇ ПОРІД СВИНЕЙ 

Н. К. САРАНЦЕВА, В. М. БАЛАЦЬКИЙ, В. Ю. НОР, Є. К. ОЛІЙНИЧЕНКОw 
Інститут свинарства і агропромислового виробництва НААН (Полтава, Україна) 
maestropoltava@rambler.ru 

Проведено дослідження поліморфізму гена рецептора лептину (LEPR 232Т>А), що асо-
ційований з рядом господарськи корисних ознак, зокрема показниками якості м’яса свиней. 
Молекулярно-генетичний аналіз проведено на вибірці тварин великої білої (українська велика 
біла тип 1) та миргородської порід. Встановлені основні генетико-популяційні параметри 
свиней досліджуваних порід за однонуклеотидною заміною LEPR 
(c.232Т>А) для кожної мікропопуляції. 

Розподіл частот алелів показав переважання потенційно небажаного алелю А серед до-
сліджуваних популяцій свиней.  
Ключові слова: маркерна селекція, свині, популяція, поліморфізм, ДНК-маркер, ген реце-
птора лептину 
GENETICS AND POPULATION PRACTICABILITY OF USING SNP (C. 232Т>А) OF 
LEPR GENE AS A MARKER FOR FURTHER SELECTION FOR LARGE WHITE AND 
MYRGOROD PIG BREEDS  
N. K. Sarantseva, V. M. Balatsky, V. Y. Nor, Ye. K. Oliinychenko 
Institute of Pig Breeding and Agroindustrial Production of NAAS (Poltava, Ukraine) 

The study of polymorphism in LEPR gene (c. 232Т>А) was conducted; it associates with several 
productive traits, especially it influences on meat traits. Molecular-genetic analysis was carried out 
on the Large White population (bred in Ukraine) and Myrgorodska breeds. The basic genetic-popu-
lation parameters with LEPR polymorphism (c.232Т>А) in studied pig populations were studied for 
each micro population. 
Keywords: marker assisted selection, pigs, population, polymorphism, DNA marker, leptin gene 
receptor 
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