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Реферат
Отчёт 43 с., 1 кн., 4 рис., 4 табл., 22 источи., 2 приложений 

ЗОЛОТАРНИК, ЗОЬГОАОО, ИНВАЗИВНЫЙ ВИД, ДНК, КАРО- 

МАРКИРОВАНИЕ, ПЦР, ПОЛИМОРФИЗМ

Объект исследования -  образцы тотальной ДНК 8о1Ша§о яр.

Предмет исследования -  молекулярно-генетические отличия образцов 

8о1Ша§о ,зр.

Цель работы -  дать оценку экологической эврибионтности заносным 

видам золотарника, распространённого в Витебской области, на основании 
морфологической и генетической разнородности их образцов.

Научная значимость -  инвазивные виды золотарника обладают 

высокой морфологической, генетической и экологической пластичностью, 

что позволяет им внедряться в новые для них экосистемы. Изучение степени 

эврибионтности чужеродных видов поможет при выстраивании стратегий 
для борьбы с ними.

Социальная и экономическая значимость -  полученные знания 

позволят эффективно проводить мероприятия по контролю численности 

инвазивных видов золотарника.

Область применения работы -  в сельском хозяйстве, в вопросах 

охраны окружающей среды.

Основные результаты работы:
1. Сбор образцов для создания достоверной выборки.

2. Выделение тотальной ДНК из собранного биоматериала пригодной для 

дальнейших молекулярно-генетических исследований.

3. Подбор условий и последующее проведение реакции амплификации 

образцов.

4. Визуализация полученных результатов и их статистическая обработка.

5. Формирование выводов в соответствии с целями работы.



Оглавление

Реферат.......................................................................................................... 2
Введение............................     4
Глава 1 Аналитический анализ литературы по теме исследования..........7

1.1 Теоретические основы применения полимеразной цепной
реакции.............................  7

1.2 Характеристика инвазий рода Золотарник.............................. 13
Глава 2 Материалы и методы исследования............................................ 16

2.1 Материал исследования..............................................................16
2.2. Методы экспериментальных исследований...........................  16

2.2.1 Адаптированный протокол выделения нуклеиновых кислот 
из растительного биоматериала: фенол-хлороформный метод.................... 16

2.2.2. Стандартный протокол выделения тотальной ДНК: метод 
выделения ДНК набором «Нуклеосорб С»..................................................... 1В

2.2.3 Особенности постановки полимеразной цепной реакции .21
2.2.4 Визуализация амплифицированных участков ДНК в

агарозном геле и Ое1 Бос ХК+ ВЮ КАТ)....................................................... 23
2.2.5 Статистическая обработка результатов...............................23

Глава 3 Результаты и их обсуждение.................................................. .....25
3.1 Сбор гербарного материала и морфологическое сравнение....25
3.2 Результаты подготовки образцов для выявления генетической

разнородности................................................................................................... 27
3.3 Результаты проведения КАРБ-ПЦР...........................................30
3.4 Статистический анализ данных.................................................. 32

Заключение.............................................................................     35
Список используемых источников............................................................37
Приложение А...............................................................................   40
Приложение Б .....................................     42

3



Введение
В настоящее время одной из самых актуальных экологических проблем 

является внедрение чужеродных видов растений и животных в естественные 

экосистемы [1]. Эти виды ввиду своих биологических особенностей хорошо 

натурализовались и прочно вошли в состав естественных растительных 

сообществ, тем самым нарушив их состав и внутренние ценотические связи. 

Всё это приводит к значительному экономическому и экологическому 

ущербу, а нередко представляет угрозу для здоровья населения [2, 3].

Под генетическим полиморфизмом понимается состояние длительного 

разнообразия генотипов, когда частота даже наиболее редко встречающихся 

генотипов в популяциях превышают 1%. Генетический полиморфизм 

поддерживается за счёт мутаций и рекомбинаций генетического материала. 

Как показывают многочисленные исследования, генетический полиморфизм 

широко распространён [4].
Чем больше запас генетического полиморфизма в данной популяции, 

тем легче ей адаптироваться к новой среде и тем быстрее протекает 

эволюция. Однако, оценить количество полиморфных аллелей посредством 

традиционных генетических методов практически невозможно, поскольку 

сам факт присутствия какого-либо гена в генотипе устанавливается путём 

скрещивания особей, обладающих различными формами фенотипа, 

определяемого этим геном. Зная, какую долю в популяции составляют особи 

с различными фенотипами, можно выяснить, сколько аллелей участвуют в 

формировании данного признака [5].
В методологии исследования молекулярно-генетического 

полиморфизма растений за последнее время сделан шаг вперёд, благодаря 

использованию ДНК-маркеров и, в частности, маркеров, полученных на 

основе полимеразной цепной реакции (ПЦР). Быстрота получения 

результатов и относительная дешевизна полимеразной цепной реакции -  это 

то, что особенно прельщает в этом методе [4].
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Наибольшее развитие в исследовании молекулярно-генетического 

полиморфизма получил вариант полимеразной цепной реакции с единичным 

коротким произвольным праймером (ПП-ПЦР или КАРО - Капёот АтрП Пес! 

ВИА). Первые работы по использованию ПП-ПЦР были проведены на сое и 

микроорганизмах где данный метод показал себя как наиболее эффективный 

способ дифференциации организмов и их идентификации. Сегодня уже 

сложно найти в молекулярной генетике область, где не использовался бы 

данный метод. Сложно найти и организмы, геномы которых бы не 

исследовали с помощью полимеразной цепной реакции. Это особенно 

заметно по тем мировым проектам, которые сегодня используют ДНК- 
маркёры для наиболее детального исследования особо ценных в народном 

хозяйстве организмов [5].

Данный подход состоит в амплификации нескольких участков всей 

ДНК клетки (тотальной ДНК), включая ДНК митохондрий, или хондриом, 

посредством коротких праймеров, в результате которой получают набор 

фрагментов, или КАРИ -  маркеров. Степень родства между индивидами 

оценивают по наличию или отсутствию конкретных фрагментов и степени 

интенсивности полос на электрофореграмме [5].

Цель работы -  дать оценку экологической эврибионтности заносным 

видам золотарника, распространённого в Витебской области, на основании 

морфологической и генетической разнородности их образцов.

Задачи исследования:
1. Сбор образцов 8оШа§о зр. из районов Витебской области.

2. Адаптированние методики и выделение тотальной ДНК из 

растительных образцов приемлемой чистоты для дальнейших исследований.

3. Подбор оптимальных условий для проведения КАРВ-ПЦР при 

помощи неканонических КАРВ-праймеров.

4. Разделение и визуализация продуктов КАРО-ПЦР.

5. Статистическая обработка полученных данных и формирование 

выводов.
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Объект исследования -  образцы тотальной ДНК 8о1Ша§о зр.

Предмет исследования -  молекулярно-генетические отличия образцов 

8оМа§о зр.

Результаты исследования применимы при экологическом 

мониторинге очагов растительных инвазий, планировании землепользования, 

в других природоохранных и производственных мероприятиях.

Достоверность результатов работы подтверждается корректностью и 

высокой специфичностью методов исследования; исследования 

осуществлялись с использованием сертифицированного оборудования.

Актуальность: инвазии рода Золотарник наносят всё больший 

экологический и экономический ущерб. Изучение гетерогенности этого 

чужеродного вида поможет давать оценку степени эврибионтности 

популяций/изоформ для контроля распространённости инвазии.

Социальная и экономическая значимость: полученные знания 

позволят эффективно проводить мероприятия по контролю численности 

инвазивных видов золотарника.
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