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Використання ДНК-маркерів – один з пер-
спективних напрямів дослідження геному, 
що дає змогу вирішувати не лише фунда-

ментальні, а й практичні завдання. Напрям  дослі-
джень знайшов своє застосування при вивченні 
генофонду різних видів сільськогосподарських 
тварин і використання специфіки їхніх генотипів у 
селекційно-племінній роботі. 

Виявлення поліморфізму методом ISSR-PCR 
допомогло встановити певну специфічність спек-
тра ампліконів,  залежно  від досліджуваного 
праймера. У вивченої породи строкатого товсто-
лоба мікросателітні послідовності ядерної ДНК  
мають різний ступінь консервативності [6,7]. 
Виявлені послідовності ДНК можуть бути части-
ною так званих геноспецифічних локусів, що, у 
свою чергу, відкриває перспективи для пошуку 
кореляцій з кількісними і якісними ознаками. 

У дослідженнях використовували особин 
строкатого та білого товстолоба, що відтворю-
ється в умовах ДП рибгосп «Галицький» Івано-
Франківська обл., м. Бурштин.

Білий товстолоб (Hypophthalmichthys molitrix) – 
один з найпоширеніших та наймасовіших об’єктів 
у прісноводній аквакультурі України. Завдяки 
характеру спектра живлення  фітопланктофаг  
відноситься до групи рослиноїдних риб, до якої 
входять ще й такі види як строкатий товстолоб, 
їх гібриди та білий амур [8]. Рослиноїдні риби 
важливі об’єкти аквакультури, їх вирощують у ста-
вових господарствах, на теплих водах електро-
станцій, вселяють у природні водойми та водо-
сховища.

Цей традиційний представник з далекосхідних 
азіатських річок, що впадають у Тихий океан, 
завезений у водойми України для освоєння віль-
ного ланцюга живлення – фітопланктофага, і 
в ставові господарства з метою розведення у 
полікультурі на початку 1960-х років двічі – з 
р. Амур та з р. Янцзи, широко розселявся із ста-
вових господарств по всіх рівнинних водоймах. 
Першочерговим завданням при освоєнні виду у 
нових умовах було розроблення способів штуч-
ного відтворення. З 1958 по 2006 рр. в Україні 
одержано 6 послідовних поколінь селекції білого 
товстолоба на пристосованість до заводських 
технологій [9]. 

Товстолоб строкатий (Aristichthys nobilis) – 
відрізняєть ся від свого родича білого товстолоби-

Рецензенти: докт. с.-г. наук К.В.Копилов, Інститут розведен-
ня і генетики НААН; докт. с.-г. наук М.І. Гиль, Миколаївський 
аграрний університет.
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ка   темнішим забарвленням і темними плямами 
на боках, більшою головою, невеликим  кілем на 
черевці. Личинки живляться дрібним зоопланк-
тоном. Росте швидше від білого товстолобика, 
досягає 1,5 кг у дворічному віці, а 2,5 кг у триріч-
ному віці. У водоймах-охолоджувачах електро-
станцій досягає маси до 45 кг і більше, щорічний 
приріст – 2–3 кг. Молодь строкатого товстоло-
бика також одержують в інкубаційних апаратах. 
Нерест у природних умовах не відбувається [10].

Для дослідження було відібрано зразки крові 
з хвостової вени. В якості консерванту викорис-
товували гепарин. Відібрану кров фракціонували 
центрифугуванням впродовж 10 хвилин. Отримані 
фракції плазми крові, лейкоцитів та еритроцитів 

фасували по епендорфам заморожували і збері-
гали за температури –18°С. 

ДНК виділяли з цільної крові риб за допомогою 
набору реагентів «Dіаtom DNA Prep 100» згідно з 
рекомендаціями виробника.

ПЛР здійснювали за допомогою стандартно-
го набору для проведення полімеразної ланцю-
гової реакції «GenePak PCR Core» («Лаборатория 
Изоген»).

Для проведення ПЛР використовували амп-
ліфікатори «Mastercycler» (Eppendorf). У пробір-
ки з ліофілізованою сумішшю, що містила 1 од. 
Taq-полімерази, 200 мкМ дезоксинуклеозидтри-
фосфатів, 2,5 мМ MgCl

2
, вносили 5 мкл (20нг) 

геномної ДНК, 5 мкл 0,2 мМ праймера, 10 мкл 

УДК 575.15; 639.3.032

Генетична структура 
строкатого і білого 

товстолобика
за використання ДНК маркерів (ІSSR-PCR)

Анотація. За використання ISSR-PCR методики проведено аналіз генетичної структури білого та 
строкатого товстолобика, а також показано інформативність даного методу для виявлення гене-
тичного поліморфізму  популяцій. 
ключові слова: поліморфізм, ДНК–маркери, білий товстолобик, строкатий товстолобик.

Comparative characteristics of genetic structure of white and bighead carps by using of DNA markers 
(ISSR-PCR). A.Е. MARIUtSA, N.О.BoRISeNko. 
Abstract.  With help of ISSR-PCR technique has been analyzed genetic structure of white and bighead carps 
and illustrated the informativeness of given method for identification of populations  genetic polymorphism.
Key words: polymorphism, DNA-markers, white carp, bighead carp.



ПЛР-розчину. Реакцію проводили в наступному 
режимі: перший етап – денатурація 2 хв при 950С; 
наступні 35 циклів: 30 с при 940С , 30 с при 580 С, 
2 хв при 720С; термінальна елонгація 10 хв при 
720С; охолодження при 40С. Продукти ПЛР ана-
лізували методом електрофорезу, який прово-
дили у 2% агарозному гелі. Візуалізацію молекул 
ДНК здійснювали в ультрафіолетовому випро-
мінюванні на трансілюмінаторі Caution (Франція) 
за допомогою барвника бромистого етидію (0,5 
мкг/мл гелю) з наступним фіксуванням електро-
фореграм цифровою камерою Canon EOS 450D 
(Японія). Визначення генотипів зразків здійсню-
вали за допомогою маркера молекулярних мас 
1-кb DNA Ladder (Gibco BRL). 

 Встановлення поліморфізму ДНК відібраних 
об’єктів досліджень проводили шляхом аналізу 
спектра отриманих ампліконів. Для одержання 
матричного спектра у ISSR-PCR-методиці були 
використані праймери, структура яких дава-
ла змогу оцінити гетерогенність представленої 
популяції (чотирискладові праймери містили 1 
якір і 3 тринуклеотиди).

 Статистичну обробку та аналіз даних гелів про-
водили за допомогою програми TotalkLab V2.01. 
[11]. 

Результати досліджень. Аналіз одержаних 
спектрів продуктів ампліфікації допоміг виявити 
подібність та відмінність  у розподілі фрагментів 
різної довжини (ампліконів) у популяції білого і 
строкатого товстолоба. 

Спектр ампліконів у кожної із дослідженої осо-
бини містив від 2 до 10-ти локусів  залежно  від 
дослідженого  праймера. Розмір  ампліконів  варі-
ював у межах від 80 п.н. до 3000 п.н. Сумарно 
за всіма праймерами виявлено 345 ампліконів, 
182 – у строкатого товстолоба, 163 – у білого 
товстолоба. Найбільша кількість – 52 амплікони 

містив спектр продуктів ампліфікації, одержаний 
з використанням праймера (АGС)

6
C у строкато-

го товстолобика. За рештою праймерів кількість 
ампліконів варіювала від 3–10. Загалом, за всіма 
дослідженими особинами з використанням (CTC)

6
 

праймера виявлено 65 – ампліконів, (АGC)
6
G –78 

ампліконів, (АСС)
6
G –

 
86 ампліконів, (АGA)

6
C– 88 

ампліконів. Праймер (GAG)
6
C виявився малоін-

формативним як для білого, так і строкатого тов-
столоба. 

Звертає  на себе увагу розподілення фрагмен-
тів однакової довжини, які увійшли в аналіз білого 
та строкато товстолобів. Амплікони довжиною 
3000п.н., 2500 п.н., 2000п.н., 1000 п.н. присутні 
у спектрах продуктів ампліфікації всіх чотирьох 
праймерів і були загальними лише для білого 
та строкатого товстолоба, а амплікон в 250 п.н. 
(GAG)

6
C був загальним лише для строкатого тов-

столоба.  
Не за всіма локусами, дослідженими за допо-

могою вказаних праймерів, виявили високий сту-
пінь поліморфізму (рис.).

При аналізі популяційно-генетичної структури, 
за мікросателітними ДНК-маркерами популя-
цій строкатого товстолобика за всіма локусами, 
дослідженими за допомогою вказаних праймерів, 
виявили високий ступінь поліморфізму.

У результаті аналізу продуктів ISSR-ампліфікації 
із застосуванням праймера (CTC)

6
G сумарно вияв-

лено 26 продуктів ампліфікації, розмір яких зна-
ходився у межах 1000-500 нуклеотидів. Спектри 
включали від 1 до 9-ти ампліконів. Кількість амплі-
конів спектра становила 34,6% – 500 п.н. 

 Сумарно в результаті проведеного аналізу  при 
використанні праймера (GAG)

6
C виявлено 28 про-

дуктів ампліфікації, в межах розподілу 250-80 
нуклеотидів. У популяції строкатого товстолобика 
виявлено за праймером (GAG)

6
C – 10-8 ампліко-

   
електрофоретичний спектр ампліконів у білого товстолоба (ISSR-PCR), 

отриманий за використання праймера (АGC)6C– доріжки № 1–9; маркер молекулярної маси–10; 
за використання праймера (Асс)6G – доріжки 11-20.

 1    2     3     4      5      6     7     8     9    10    11   12  13     14    15  16   17    18   19    20
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нів. Кількість ампліконів спектра становила 35,7% 
– 250 п.н. 

У результаті проведеного аналізу  при вико-
ристанні  праймера (АGС)

6
G виявлено 39 про-

дуктів ампліфікації в межах розподілу 2000-350 
нуклеотидів. У популяції строкатого товстолобика 
встановлено за праймером (АGС)

6
G – 1-10 амп-

ліконів. Кількість ампліконів спектра становила 
17,9% – 350 п.н. 

При використанні  праймера (АСС)
6
G  зафіксо-

вано 37 продуктів ампліфікації, в межах розподілу 
2000-450 нуклеотидів. У популяції строкатого тов-
столобика виявлено за праймером (АСС)

6
G – 1-5 

ампліконів. Кількість ампліконів спектра станови-
ла 13,5% – 650-550п.н., 500п.н., 450 п.н. 

Праймер (AGC)
6
С мав 52 продукти ампліфікації  

в межах розподілу 2500-400 нуклеотидів. У попу-
ляції строкатого товстолобика було за праймером  
(АGС)

6
С – 1-10 ампліконів. Кількість ампліконів 

спектра становила 19,2% – 550п.н., 480п.н, 400 
п.н. 

У популяції білого товстолоба за праймером 
(CTC)

6
G сумарно встановлено 39 продуктів амплі-

фікації, розмір яких знаходився у межах 2500-750 
нуклеотидів. Спектри включали від 1 до 9-ти амп-
ліконів. Кількість ампліконів спектра становила 
23% – 750 п.н. 

 При використанні  праймера  (АGС)
6
G сумарно 

виявлено 39 продуктів ампліфікації  в межах роз-
поділу 3000-500 нуклеотидів. У популяції біло-
го товстолобика було  10-9 ампліконів. Кількість 
ампліконів спектра становила 23% – 500 п.н. 

  Проведеним аналізом показав, що при вико-
ристанні  праймера (АСС)

6
G виявлено 49 про-

дуктів ампліфікації, в межах розподілу 2000-500 
нуклеотидів. У популяції білого товстолобика за 
праймером виявлено – 2-9 ампліконів. Кількість 
ампліконів спектра становила 18,3% – 1500 п.н., 
1300п.н., 1000п.н.

  При використанні праймера (AGC)
6
С виявле-

но 36 продуктів ампліфікації  в межах розподілу 
2000-500 нуклеотидів. У популяції білого товсто-
лобика за праймером  (АGС)

6 
С – 2-9 ампліконів. 

Кількість ампліконів спектра становила 25% – 
550п.н., 500 п.н.

 Висновки 
У процесі проведених досліджень встановлено,    

що ISSR-метод має високу відтворюваність і не 
потребує інформації про нуклеотидні послідов-
ності, його можна з успіхом застосовувати для 
виявлення внутрішньовидової генетичної мінли-
вості та ідентифікації популяцій чи ліній.

Зважаючи на відносну простоту ISSR-PCR 
методу та незначні витрати для проведення дослі-
джень із його використанням, такий аналіз є пер-
спективним  при дослідженні популяцій риб.  
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