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АНОТАЦІЯ
Дипломна робота присвячена розробці методики створення біометричних паспортів для дельфінів афалін на основі мікросателітного аналізу.
Був використаний метод виділення геномної ДНК із зразків свіжої  крові. Генотипування досліджуваних зразків проводили за допомогою мікросателітного аналізу. Продукти амплiфiкацiї ПЛР фракціонували методом вертикального електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ). 
Визначили генотипи особин дельфiнiв за мiкросателiтними локусами: МК3, МК5, МК6, МК8, МК9, D-18 і EV37Mn. Розробили iндивiдуальні бiометричні паспорти для двох досліджуваних дельфінів.
Роботу викладено на 68 сторінках, вона містить 3 таблиці та                  12 рисунків. Наведено посилання на 74 джерела літератури (37 публікацій кирилицею та 37 латиницею).
Ключові слова: Tursiops truncatus, біометричний паспорт, мікросателітний аналіз, ДНК.
The thesis is devoted to the development of a method for the creation of biometric passports for bottlenose dolphins using microsatellite analysis.
A method of extraction genomic DNA from fresh blood samples was used. The genotyping was carried out using a microsatellite analysis. The PCR amplification products were fractionated by the method of vertical electrophoresis in a polyacrylamide gel (PAAG).
The genotypes of dolphin individuals were determined using microsatellite loci: MK3, MK5, MK6, MK8, MK9, D-18 and EV37Mn. Individual biometric passports for two studying dolphins were developed.
The work described on 68 pages, it contains 3 tables and 12 figures.              It contains links on 74 sources of literature (37 Cyrillic and 37 Latin).
Keywords: Tursiops truncatus, biometric passport, microsatellite analysis, DNA.
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ПРИЙНЯТІ СКОРОЧЕННЯ ТА АБРЕВІАТУРИ
МС-локус – мікросателітний локус
ПААГ – поліакриламідна гельова пластина 
ПДРФ – поліморфізм довжини рестрикційних фрагментів
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція
п.н. – пар нуклеотидів
ТВЕ – трис-борат-ЕДТА буфер 
ISSR (Inter simple sequence repeat) – послідовності ДНК між простими              повторами
SSR (Simple sequence repeat) – прості послідовності, що повторюються
Taq – полімераза бактерії Thermus aquaticus

ВСТУП

Геномна реєстрацiя живих органiзмiв набуває все бiльшої актуальностi. Активно йде розробка методiв генотипування рослин i тварин, цiнних як з екологiчної, так i з сiльськогосподарської точки зору. Здiйснюються спроби створення генетичних паспортiв для рiзних бiологiчних об'єктiв.                 Масштабнiсть i важливiсть даного напрямку дослiджень пiдтверджується   також тим, що в багатьох країнах вже введенi закони, якi протоколюють i    регулюють цей процес [Дромашко, Конева, 2010]. 
В Українi документа, який регулює процес складання генетичного   паспорта iндивiдуума або породи сiльськогосподарських тварин, у тому числi i дельфiнiв, нинi не iснує. Можливо, це пов’язано з тим, що роботи з даного питання почали проводити не так давно i не для всiх живих органiзмiв вiдома повна послiдовнiсть генома [Малишева та iн., 2015].
В даний час мiкросателiти є найбiльш ефективними маркерами в дослiдженнях генетичних характеристик домашнiх тварин [Sunnucks, 2001],  а також дозволяють проводити популяцiйну та iндивiдуальну диференцiацiю ссавцiв, через високий рiвень алельних варiацiй.
На сьогоднiшнiй день за допомогою використання маркерiв ядерної та мтДНК було проведено диференцiацiю мiж австралiйським дельфiном (Orcaella heinsohni) та iндо-тихоокеанським горбовим дельфiном            (Sousa chinensis). Отриманi данi дали можливiсть оцiнити генетичне рiзноманiття цих двох видiв в популяцiях дельфiнiв [Brown et al., 2014].
Тому, мiкросателiтнi маркери можна використовувати i для паспортизацiї дельфiнiв. На думку професора О. О. Сазанова [2017], молекулярно-генетичне генотипування є найбiльш доцiльним для контролю походження та обiгу морських ссавцiв, в тому числi китоподiбних, для того щоб припиняти можливiсть контрабанди. Деякi види на законних пiдставах можуть бути виловленi лише для наукових цiлей. Однак, вони зустрiчаються в дельфiнарiях, де умови утримання не вiдповiдають їх природним потребам. «Чiпiзацiя», на жаль, цю проблему не вирiшує. 
На вiдмiну вiд чiпiв, ДНК замiнити не можна. Геномна ДНК не змiнюється протягом усього життя особини. Для мiкросателiтного аналiзу можна використовувати кров або маленькi шматочки шкiри, також можливий букальний епiтелiй (зi скоб внутрiшньої поверхнi щоки), але, в принципi, пiдiйде будь-яка тканина. Таким чином можна отримати iндивiдуальну характеристику дельфiна, яка є бiометричним паспортом особи. Кодомiнантний характер успадкування, коли нащадок один алель успадковує вiд батька, iнший – вiд матерi, майже унеможливлює помилковiсть пiдтвердження походження, а також iстотно пiдвищує ефективнiсть уточнення батькiвства при виникненнi суперечливих питань                         [Дзiцюк та iн., 2015]. Отже, можна встановити родиннi вiдносини мiж дельфiнами i визначити чи дiйсно дельфiн народився в неволi.
Застосування системи такого контролю, безумовно, потрiбно впроваджувати повсюдно, розширювати з метою контролю походження i обiгу морських ссавцiв.
Метою роботи було визначення алельних характеристик за мiкросателiтними локусами для дельфiнiв Tursiops truncatus та створення для них на цiй основi бiометричних паспортів.
Для досягнення вказаної мети вирiшували такi задачi:
1. Провести мiкросателiтний аналiз геномної ДНК, виділеної із крові дельфінів.
1. Визначити генотипи особин дельфiнiв за мiкросателiтними локусами.
1. Розробити бiометричнi паспорти.
Об’єкт дослiдження – генетичний полiморфiзм в геномi дельфiнiв   афалiн.
Предмет дослiдження – алелi мiкросателітних локусiв в генотипах дельфiнiв.




ВИСНОВКИ

1. Генотип дельфiна Георгія характеризується наступними алелям за мiкросателiтними локусами: МК3 153 п.н., МК5 204 і 217 п.н., МК6 153 і 171 п.н., МК8 113 п.н.; МК9 178 п.н.; D-18 94 п.н., тобто Георгій − є гомозиготним за локусами − МК3, МК8, МК9, D-18 та гетерозиготним за локусами − МК5 i МК6. Виявленi алельнi характеристики за мiкросателiтними локусами для генотипа Георгія можуть слугувати «бiометричним паспортом», за яким цей генотип вiдрiзняється вiд генотипiв iнших дельфiнiв.
1. Генотип дельфiна Зевса характеризується алелям за мiкросателiтними локусами: МК3 153 п.н., МК5 217 п.н., МК6 153 і 173 п.н., МК8 107 і 113 п.н., МК9 178 п.н., D-18 94 п.н., Ev37Mn 209 і 225 п.н. Зевс − є гомозиготним за локусами – МК3, МК5, МК9, D-18 та гетерозиготним за локусами – МК6, МК8 i Ev37Mn. Виявленi алельнi характеристики за мiкросателiтними локусами для генотипа Зевса можна розглядати як «бiометричний паспорт», за яким цей генотип вiдрiзняється вiд генотипiв iнших дельфiнiв.
1. За даними молекулярно-генетичного аналізу дельфiни Георгій i Зевс є напiвсибсами, тобто походять вiд однiєї матерi, у зв’язку з тим, що мають однаковi алелi за локусами МК3 – 153 п.н., МК5 – 217 п.н., МК6 –153 п.н., МК8 – 113 п.н., МК9 – 178 п.н., D-18 – 94 п.н., EV37Mn – 209 п.н. або     225 п.н. i не мають жодного випадку серед дослiджених локусiв, коли  би цi два дельфiна не мали би хоча б одного спiльного алеля за мiкросателiтним локусом.
1. Виходячи з отриманих даних мікросателітного аналізу були запропо-новані приклади індивідуальних біометричних паспортів для дельфінів афалін Георгія та Зевса.
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