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                                                        АНОТАЦІЯ
           Проведено апробацію мікросателітних та RAPD праймерів для визначення молекулярно-генетичного поліморфізму представників виду Rapana venosa акваторії  Чорного моря. Мікросателітний аналіз з праймерами Rv21 та Rv001 і RAPD-аналіз з праймерами  А - 12 та В - 05 дозволив виявити поліморфізм серед представників Rapana venosa виловлених в Одеській затоці та у районі Карадагу. За локусом Rv01 поліморфізму не було знайдено, усі особини рапани виявилися гомозиготними. Cпостерігали значне зменшення поліморфізму представників рапан Чорного моря у порівнянні з літературними даними стосовно особин зібраних у Жовтому морі. 
           Праймери Rv21 та Rv001,  А - 12 та В - 05 можуть бути рекомендовані для використання в дослідженнях генетичної структури популяцій рапани, як поліморфні.
Роботу викладено на 39 сторінках, вона містить 4 таблиці та 6 рисунків. Наведено посилання на 49 джерел літератури (з них 20 кирилицею та 19 латиницею).
       Ключові слова: Rapana venosa, молекулярно-генетичний поліморфізм, 
RAPD, мікросателітні праймери, ПЛР. 
	
Microsatellite and RAPD primers were tested to determine the molecular genetic polymorphism of Rapana venosa in the Black sea. Microsatellite analysis with the primers Rv21 and Rv001 and RAPD-analysis with the primers A - 12 and B - 05 revealed polymorphism among the representatives Rapana venosa captured from the Odessa Bay and  Karadag area. For the Rv01 locus polymorphism was not found, all individuals of Rapana were homozygotes. There was a significant decrease polymorphism of the Rapana venosa representetives in the Black sea in comparison with the literature data on individuals collected in the Yellow sea. The primers Rv21 and Rv001, and A - 12 and B - 05 can be recommended for use in studies of the genetic structure of Rapana venosa populations as polymorphic.      
         Diploma thesis is expounded on 39 pages, it contains 4 tables and 6 figures.   It provides  links to 49 references (20 cyrillic and 19 latinic).
     Key words: Rapana venosa, molecular-genetic polymorphism, RAPD, microsatellites, PCR.
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ВСТУП
          Хижий черевоногий молюск-вселенець  Rapana venosa (Vallenciennes, 1846)  є  важливою ланкою екосистем  акваторії Чорного моря. На даний момент систематичний моніторинг його популяцій – невід’ємний елемент моніторингу Чорного моря.  
          Вселення представників виду Rapana venosa змінило сучасний стан трофічних ланцюгів екосистеми Чорного моря. Завдяки своїй здатності  легко пристосовуватися до різноманітних умов існування, а також, через відсутність у цьому ареалі антагоністичних організмів, рапана дуже швидко поширилася по всій акваторії і справила  значний негативний вплив на функціонування екосистеми Чорного моря [Иванов, 2012; Zolotarev, 1996; Zaitsev, 2001]. Темпи поширення молюску в Чорному та Азовському морях свідчать про високу пластичність виду, його евригалліність і евритермність [Кантор, 2003; Гаевская, 2006]. R.venosa здатна до тривалого голодування, дуже стійка до паразитарних інвазій. Разом з іншими причинами, одним з факторів швидкого і масового розселення рапани в акваторії Чорного моря є здатність цього молюска змінювати свої трофічні пріоритети в залежності від обставин [Шадрін, 2009; Гаевская, 2006]. Якщо на батьківщині, у Жовтому та Східно-Китайському морі, основним джерелом харчування Rapana venosa є устриці, то в новому ареалі після знищення запасів устриць рапана перейшла на інших молюсків, таких як мідій та венеріди. R.venosa може вживати в їжу крабів,  падаль і навіть виявляти канібалізм [Кантор, 2003]. Різноманітність умов проживання, в тому числі багата кормова база, дозволяють припускати наявність різних екологічних угруповань Rapana venosa в акваторії Чорного моря. 
В останній час для вивчення генетичної структури популяцій R. venosa залучаються  сучасні  молекулярно-генетичні  методи досліджень 
 [Xue, Zhang, 2014], одним з яких є полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР). ПЛР − експериментальний метод молекулярної біології, заснований на багаторазовому вибірковому копіюванні певної ділянки ДНК за допомогою ферментів  в  штучних умовах.
   В 2013 [An et al., 2013] та в 2014 роках [Sun  et al., 2014] було ізольовано та охарактеризовано 23 та 57 поліморфних мікросателітних локусів,  відповідно, в  геномі рапани. Число алелів на локус коливалося від 3 до 17 та від 2 до 14 у зазначених виборках, відповідно. Отримані дослідниками дані свідчать про   високу варіабельність мікросателітних локусів та підкреслюють їх значимість у якості  молекулярно-генетичних  інструментів для дослідження генетичного поліморфізму особин рапани. 
Метою нашої роботи була апробація мікросателітних та  RAPD прай-мерів для визначення молекулярно-генетичного поліморфізму представників виду Rapana venosa акваторії  Чорного моря.
Для досягнення  вказаної мети  вирішували  такі  задачі:
1. Вивчити та проаналізувати літературні  джерела стосовно досліджень  молекулярно-генетичного поліморфізму рапани.
2. Виділити  ДНК  з  різних  тканин  молюсків.
3. Визначити і дослідити  за допомогою RAPD праймерів та  праймерів до мікросателітних локусів молекулярно-генетичний поліморфізм представ- ників виду Rapana venosa виловлених в Одеській затоці та в районі Карадагу.
4. Провести філогенетичний аналіз отриманих даних.
   Об’єкт дослідження  – молекулярна організація геному Rapana venosa.
            Предмет дослідження –  поліморфізм за довільно праймованими і мікросателітними  послідовностями  представників виду Rapana venosa акваторії Чорного моря.









ВИСНОВКИ
1. За результатами спектрофотометричного та електрофоретичного аналізу обидва методи виділення ДНК, застосовані в роботі можна використовувати для  виділення ДНК з тканин рапани.
2. RAPD-аналіз з праймерами  А - 12 та В - 05 дозволив виявити поліморфізм серед представників Rapana venosa виловлених в Одеській затоці.  Праймери А - 12 та В - 05 можуть бути рекомендовані для використання в дослідженнях генетичної структури популяцій рапани, як ті, що детектують поліморфізм.  
3. За локусом  Rv01 всі особини Rapana venosa виловлені в Одеській затоці та в районі Карадагу виявилися гомозиготними носіями алелів 132 п.н. 
4.  Мікросателітний аналіз з праймерами Rv21 та Rv001 дозволив виявити генетичний поліморфізм серед представників рапани зібраних в Одеській затоці та у районі Карадагу. При цьому у порівнянні з особинами, виловленими у районі Ціндао, Китай спостерігали значне зменшення поліморфізму за цими локусами.
5.  Мікросателітні маркери Rv21 та Rv001 можуть бути рекомендовані для дослідження  генетичної структури популяцій Rapana venosa у  Чорному морі. 
6.  Мікросателітний локус Rv21 виявився більш значимим для філогене-
    тичного аналізу особин Rapana venosa так як був більш поліморфним.
    Спостерігали розділення філогенетичної дендрограми на 2 кластери
    на основі алельних характеристик локусу Rv21, незалежно від
    місця вилову досліджуваних тварин. За локусом Rv001 одні й ті самі 
    алельні  комбінації  зустрічались  в  обох  кластерах.
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