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Ïðîâåäåíî äîñë³äæåííÿ ïîë³ìîðô³çìó ãåíó CHD, ÿê ìî-
äåëüíîãî îá’ºêòó äëÿ ìîëåêóëÿðíîãî ñåêñóâàííÿ ïðåä-
ñòàâíèê³â âèäó Bubo bubo (ïóãà÷ çâè÷àéíèé). Ïðî-
àíàë³çîâàíî ìåòîäè êëàñè÷íî¿ ÏËÐ äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ 
ö³ëüîâèõ ôðàãìåíò³â ãåíó CHD ç âèêîðèñòàííÿì ìàð-
êåðíèõ ñèñòåì P2/P8, 2550F/2718R òà 1237L/1272H; 
ðåñòðèêö³éíîãî (PCR-RFLP) ³ ãåòåðîäóïëåêñíîãî ìå-
òîäè÷íèõ ï³äõîä³â. Ïîêàçàíî, ùî âèêîðèñòàííÿ ìàð-
êåðíî¿ ñèñòåìè P2/P8 ó ðàìêàõ êëàñè÷íî¿ ÏËÐ äàº
ìîæëèâ³ñòü åôåêòèâíî ïðîâîäèòè ñåêñóâàííÿ ïòàõ³â
ò³ëüêè çà óìîâ åëåêòðîôîðåòè÷íîãî ðîçïîä³ëó ôðàã-
ìåíò³â ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³. Ïðè âèêîðèñòàíí³ 
ìàðêåð³â 2550F/2718R é 1237L/1272H âèÿâëåíî ¿õ 
íåäîñòàòíþ åôåêòèâí³ñòü ÿê â àãàðîçíîìó, òàê é 
ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåëÿõ, âíàñë³äîê íåìîæëèâîñò³ 
äèôåðåíö³þâàííÿ ãåíîòèï³â CHDZZ òà CHDZW. Äîâå-
äåíî íàÿâí³ñòü ïîë³ìîðôíîãî ñàéòó ðåñòðèêö³¿ äëÿ 
Hae²²² ó àìïë³ô³êîâàíèõ, çà âèêîðèñòàííÿ ïðàéìåð³â 
P2/P8, ôðàãìåíòàõ CHDZ òà CHDW. Äëÿ åíäîíóêëå-
àçè ðåñòðèêö³¿ Dde² ïîë³ìîðôíîãî ñàéòó íå âèÿâëåíî. 
Äîâåäåíî âèñîêó åôåêòèâí³ñòü âèêîðèñòàííÿ ãåòåðî-
äóïëåêñíîãî àíàë³çó íà îñíîâ³ ìàðêåð³â P2/P8 äëÿ 
ñåêñóâàííÿ îñîáèí ïðè åëåêòðîôîðåòè÷íîìó ðîçïîä³ë³ 
àìïë³ô³êîâàíèõ ôðàãìåíò³â ÿê ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó, 
òàê ³ â àãàðîçíîìó ãåëÿõ. Ó âèïàäêó åêñïåðèìåíòàëü-
íèõ çðàçê³â, ùî ì³ñòÿòü àìïë³êîíè CHDZ é CHDW, âè-
ÿâëåíî äîäàòêîâ³ ôðàãìåíòè ãåòåðîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ, 
íàÿâí³ñòü ÿêèõ äîçâîëÿº áåçïîìèëêîâî âèçíà÷èòè ãåíî-
òèï ïòèö³.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Strigidae, Bubo bubo, ïîë³ìîðô³çì, ñåê-
ñóâàííÿ, ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ, ðåñòðèêö³ÿ, 
ãåòåðîäóïëåêñè.

Âñòóï. Ïóãà÷ (Bubo) – ð³ä ïòàõ³â ³ç ðîäèíè 
Ñîâîâèõ (Str³g³dae), ùî íàðàõîâóº 19 âèä³â.
Öå ñîö³àëüíî ìîíîãàìí³, äîâãî æèâó÷³ é íå-
ì³ãðóþ÷³ âèäè, ÿê³ ïðàêòè÷íî íå ìàþòü ïðè-
ðîäíèõ âîðîã³â ³ äåìîíñòðóþòü äîñèòü âèñîêèé 
ð³âåíü æèòòºçäàòíîñò³ (León-Ortega et al, 2017). 
Ïðîòå, ïîä³áíî ³íøèì õèæèì ïòàõàì, ÿê³ ïå-

ðåáóâàþòü íà âåðõ³âö³ åêîñèñòåìè, âîíè äîñèòü 
óðàçëèâ³ ïåðåä âïëèâîì ôàêòîð³â (ïåðåâàæíî 
àíòðîïîãåííèõ), ùî ïðèçâîäÿòü äî ðóéíóâàííÿ 
¿õíüîãî ñåðåäîâèùà ³ñíóâàííÿ. Îñîáëèâî ãîñ-
òðî öÿ ïðîáëåìà ïðîÿâëÿºòüñÿ ó çâ’ÿçêó ³ç 
ïðèðîäíüîþ íèçüêîþ ù³ëüí³ñòþ íàñåëåííÿ ïó-
ãà÷³â (Penter³an³ et al, 2006). ßê ðåçóëüòàò, ó òå-
ïåð³øí³é ÷àñ äåÿê³ âèäè çíàõîäÿòüñÿ ï³ä çàãðî-
çîþ âèìèðàííÿ (Ïóãà÷ äàëåêîñõ³äíèé B. bla-
k³ston³), àáî ìîæóòü ñòàòè ð³äê³ñíèìè é äóæå 
âðàçëèâèìè ó íàéáëèæ÷îìó ìàéáóòíüîìó (Ïó-
ãà÷ ô³ë³ïï³íñüêèé B. ph³l³ppens³s, Ñîâà á³ëà B. 
scand³acus, Ïóãà÷ ñìóãàñòèé B. shelley³). Íà æàëü, 
äî ö³º¿ ãðóïè ç³ ñêîðî÷óâàíîþ ÷èñåëüí³ñòþ íà-
ëåæèòü ³ Ïóãà÷ çâè÷àéíèé (Bubo bubo) – îäíà ³ç 
íàéá³ëüøèõ ³ âåëè÷íèõ ñîâ ó ñâ³ò³ äèêî¿ ïðèðîäè.

Ïîðÿä ç ð³çíèìè ïðîáëåìàìè ùîäî ïðàê-
òè÷íî¿ ãåíåòèêè ïòèö³, âèçíà÷åííÿ ñòàò³ â³äíî-
ñèòüñÿ äî âàæëèâèõ ïèòàíü åêîëîã³¿ ³ á³îëîã³¿ 
ïåðíàòèõ (Krüger, 2005). Áåçïîìèëêîâå âèçíà-
÷åííÿ ñòàò³ (ñåêñóâàííÿ) îñîáèí òàêîæ íà-
ëåæèòü äî êðèòè÷íî âàæëèâî¿ ³íôîðìàö³¿ äëÿ 
ïðîãðàì çáåðåæåííÿ ãåíåòè÷íèõ ðåñóðñ³â ³ ï³ä-
òðèìêè á³îëîã³÷íîãî ð³çíîìàí³òòÿ ð³äê³ñíèõ 
âèä³â (Gr³ff³ths et al, 1995), âèð³øåííÿ ïðîáëå-
ìè åôåêòèâíîñò³ ðîçìíîæåííÿ ïòàõ³â ó íåâîë³ 
(M³yak³ et al, 1998), ïèòàíü êîìåðö³éíîãî óòðè-
ìàííÿ äåêîðàòèâíèõ ³ õèæèõ ïòàõ³â.

Á³ëüø³ñòü õèæèõ âèä³â ïòàõ³â ìàþòü äèìîð-
ôíèé ðîçì³ð ò³ëà, ùî äîçâîëÿº ðîçðîáëÿòè 
ìåòîäè âèçíà÷åííÿ ñòàò³ íà îñíîâ³ ìîðôîëî-
ã³÷íèõ ïàðàìåòð³â (ïðîì³ð³â). ²ñíóþòü ïðèêëà-
äè åôåêòèâíî¿ îáðîáêè äàíèõ çà äîïîìîãîþ 
ìîðôîìåòðè÷íèõ òàáëèöü, äèñêðèì³íàíòíî¿ 
ôóíêö³¿ (Delgado et al, 2004) ³ ëîã³ñòè÷íî¿ ðå-
ãðåñ³¿ (Tornberg et al, 2016). Òî÷í³ñòü êëàñèô³-
êàö³¿ íà îñíîâ³ öèõ ìîäåëåé äîñÿãàº 90–95 %, 
îäíàê âîíè ðîçðîáëåí³ äëÿ êîíêðåòíèõ àðåàë³â 
ïåðåáóâàííÿ é ìàëî ïðèäàòí³ äëÿ çàñòîñóâàí-© Ð.Î. ÊÓË²ÁÀÁÀ, Þ.Â. ËßØÅÍÊÎ, 2021
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Àíàë³ç ïîë³ìîðô³çìó ãåíó CHD ÿê ìîäåëüíîãî îá’ºêòó äëÿ ìîëåêóëÿðíîãî ñåêñóâàííÿ

íÿ ó ïîëüîâèõ óìîâàõ, ùî ³ñòîòíî îáìåæóº îá-
ëàñòü ¿õ âèêîðèñòàííÿ. Ç ðîçðîáêîþ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ìåòîä³â, çàñíîâàíèõ áåçïî-
ñåðåäíüî íà àíàë³ç³ ñïàäêîâîãî ìàòåð³àëó 
(ÄÍÊ), ïðîáëåìà âèçíà÷åííÿ ñòàò³ ïòàõ³â çíàé-
øëà ñâîº ïðàêòè÷íå âèð³øåííÿ.

Â³äêðèòòÿ íà W-õðîìîñîì³ ïòàøèíîãî ãî-
ìîëîãà ãåíà, ùî êîäóº õðîìîäîìåí-õåë³êàçà-
ÄÍÊ çâ’ÿçóþ÷èé á³ëîê (õðîìîõåë³êàçà-ÄÍÊ-
çâ’ÿçóþ÷èé á³ëîê 1, CHD), ðàí³øå îïèñàíîãî 
ó ññàâö³â (Ellegren, 1996), ³ñòîòíî ïîëåãøèëî 
çàâäàííÿ ç ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íîãî âèçíà-
÷åííÿ ñòàò³. Çà ðåçóëüòàòàìè ÷èñåëüíèõ äî-
ñë³äæåíü âèÿâëåí³ ðîçõîäæåííÿ ó äîâæèí³ 
îêðåìèõ ³íòðîííèõ îáëàñòåé CHD ãåíó ì³æ W 
é Z õðîìîñîìàìè. Äëÿ äåòåêö³¿ âàð³àíò³â ãåíó 
CHD ðîçðîáëåí³ òðè íàéá³ëüø ðîçïîâñþä-
æåí³ íà äàíèé ìîìåíò ïðàéìåðí³ ñèñòåìè: 
ïðàéìåðè 2550F/2718R (Fr³dolfsson et al, 1999), 
Ð2/Ð8 (Gr³ff³ths et al, 1998) òà 1237L/1272H 
(Kahn et al, 1998). Äî íàéá³ëüø ïîïóëÿðíèõ 
ïðàéìåðíèõ ñèñòåì, ÿê³ íàé÷àñò³øå âèêîðèñ-
òîâóþòüñÿ ó ïðàêòè÷í³é ä³ÿëüíîñò³ ³ çàáåçïå-
÷óþòü ìàêñèìàëüíî øèðîêå îõîïëåííÿ ð³ç-
íèõ âèä³â áåçê³ëåâèõ ïòàõ³â, â³äíîñÿòüñÿ, ó ïåð-
øó ÷åðãó, Ð2/Ð8 òà 2550F/2718R (Mataragka et 
al, 2020).

Ïðàéìåðè ðîçðîáëåí³ äëÿ êîíñåðâàòèâíèõ 
ä³ëÿíîê CHD, ùî äîçâîëÿº óñï³øíî àìïë³ô³-
êóâàòè ö³ëüîâ³ ôðàãìåíòè äëÿ á³ëüøîñò³ âè-
ä³â ïòàõ³â ç âèêîðèñòàííÿì ñòàíäàðòíèõ óìîâ 
åëåêòðîôîðåòè÷íîãî ðîçïîä³ëó (Barros et al, 
2017; Mede³ros et al, 2019). Óñï³øíî ïðîâåäåíî 
ñåêñóâàííÿ ³ äåÿêèõ âèä³â ðîäèíè Ñîâîâèõ: 
Tyto alba javan³ca – ç âèêîðèñòàííÿì ïðàéìåð³â 
2718R/2550F ³ Ð2/Ð8 (Rav³ndran et al, 2018; 
Rav³ndran et al, 2019); Bubo scand³acus – ç 
âèêîðèñòàííÿì Ð2/Ð8 (Se³denst³cker et al, 2011); 
Otus bakkamoena – ç âèêîðèñòàííÿì ïðàéìåð³â, 
ðîçðîáëåíèõ íà îñíîâ³ RAPD (Wang et al, 
2013). Íåçâàæàþ÷è íà ïîçèòèâí³ ðåçóëüòàòè 
äîñë³äæåíü äëÿ ïðåäñòàâíèê³â ðÿäó Ñîâîïî-
ä³áí³, äàí³ ç óñï³øíîãî ñåêñóâàííÿ Bubo bubo 
íå äàþòü ìîæëèâîñò³ âèçíà÷èòè ìàêñèìàëüíî 
åôåêòèâíèé ìåòîä òèïóâàííÿ – äëÿ îêðåìèõ 
âèä³â ðÿäó Str³g³formes ïðîáëåìó íà äàíîìó åòà-
ï³ ïîâí³ñòþ íå âèð³øåíî, â ïåðøó ÷åðãó âíàñ-
ë³äîê «íåäîñòàòíüî âèðàæåíîãî» ïîë³ìîðô³çìó 
ì³æ CHDZ é CHDW àìïë³êîíàìè (Wang et al,
2008; Cakmak et al, 2017). Äëÿ âèð³øåííÿ 

öüîãî ïèòàííÿ âèêîðèñòîâóþòü ³íø³ ìåòîäè÷-
í³ ï³äõîäè – ïîêàçàíà åôåêòèâí³ñòü âèêîðèñ-
òàííÿ ìåòîäó îäíîëàíöþãîâîãî êîíôîðìàö³é-
íîãî ïîë³ìîðô³çìó (SSCP) äëÿ ñåêñóâàííÿ Bubo 
bubo (Corte’s et al, 1999), ïðîâîäÿòüñÿ äîñë³-
äæåííÿ ç ðîçðîáêè àëüòåðíàòèâíèõ ïðàéìåð-
íèõ ñèñòåì (Lee et al, 2008). Äî ïîòåíö³éíî 
ïåðñïåêòèâíèõ íàëåæèòü ìåòîä PCR-RFLP 
ç åíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêö³¿ Dde² òà Hae²²², 
ùî óñï³øíî âèêîðèñòîâóºòüñÿ äëÿ ñåêñóâàííÿ
áàãàòüîõ âèä³â ïòàõ³â (Ara ararauna, C³rcaetus 
gall³cus ³ ò.ä.), ïðè âèçíà÷åíí³ ñòàò³ ÿêèõ âèíè-
êàþòü ïåâí³ òðóäíîù³, ïîâ’ÿçàí³ ç íåäîñòàòíüî 
âèðàæåíèìè ðîçõîäæåííÿìè â ðîçì³ðàõ äî-
ñë³äæóâàíèõ ä³ëÿíîê ãåíó CHD (Gr³ff³ths et al,
1996; Gr³ff³ths et al, 1998; Ellegren, 1996; Ber-
mudez-Humaran et al, 2002; Sacch³ et al, 2004). 
Îñîáëèâî¿ óâàãè çàñëóãîâóº ïèòàííÿ âèêîðèñ-
òàííÿ ãåòåðîäóïëåêñíîãî àíàë³çó, ùî íà ñüî-
ãîäí³ ïðàêòè÷íî íå çàñòîñîâóºòüñÿ äëÿ âèð³-
øåííÿ ïðîáëåìè âèçíà÷åííÿ ñòàò³ ïòàõ³â.

Ç îãëÿäó íà âèùåíàâåäåíå, ó íàøèõ äîñ-
ë³äæåííÿõ ïîñòàâëåíî çàâäàííÿ çà âèêîðèñ-
òàííÿ ð³çíèõ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ìàðêåð-
íèõ ñèñòåì âèçíà÷èòè îñîáëèâîñò³ ïîë³ìîð-
ô³çìó ãåíó CHD ÿê ìîäåëüíîãî îá’ºêòó äëÿ 
ñåêñóâàííÿ ïðåäñòàâíèê³â âèäó Bubo bubo.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäå-
í³ â ëàáîðàòîð³¿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ³ ô³-
ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷íèõ äîñë³äæåíü ó òâàðèííèöòâ³ 
²íñòèòóòó òâàðèííèöòâà Íàö³îíàëüíî¿ àêàäåì³¿ 
àãðàðíèõ íàóê Óêðà¿íè.

Â ÿêîñò³ îá’ºêòà äîñë³äæåíü âèêîðèñòîâóâàëè 
îñîáèí Ïóãà÷à çâè÷àéíîãî (Bubo bubo) îáîõ ñòà-
òåé (n = 18). ßê äæåðåëî á³îëîã³÷íîãî ìàòå-
ð³àëó âèêîðèñòîâóâàëè ï³ð’ÿ îñîáèí, ÿê³ ðîç-
âîäÿòüñÿ â óìîâàõ çîîïàðê³â ³ åêîïàðê³â Óêðà¿íè. 
Âèä³ëåííÿ ÄÍÊ ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ êî-
ìåðö³éíîãî íàáîðó ðåàãåíò³â «ÄÍÊ-Ñîðá-Â» 
(«Àìïëèñåíñ», ÐÔ) â³äïîâ³äíî äî ïðîòîêîë³â âè-
ðîáíèêà (https://interlabservice.ru/upload/iblock/
318/DNA-sorb-B%20221217.pdf

Äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ âèêîðèñòîâóâàëè íà-
ñòóïí³ îë³ãîíóêëåîòèäè:
P2/P8 – tctgcatcgctaaatccttt, ctcccaaggatgagraaytg
(Gr³ff³ths et al, 1998);
2550F/2718R – gttactgattcgtctacgaga, attgaaatgat-
ccagtgcttg (Fr³dolfsson et al, 1999);
1237L/1272H – gagaaactgtgcaaaacag, tccagaatat-
cttctgctcc (Kahn et al, 1998).
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Àìïë³ô³êàö³þ ïðîâîäèëè çà â³äïîâ³äíèìè 
äëÿ êîæíî¿ ìàðêåðíî¿ ñèñòåìè ïðîãðàìàìè: 
îäèí öèêë – äåíàòóðàö³ÿ 94 °C 1 õâ 30 ñ; 30
öèêë³â – äåíàòóðàö³ÿ 94 °C 30 ñ, â³äïàë 45 ñ
(48 °C äëÿ P2/P8 ³ 2550F/2718R; 56 °C äëÿ 
1237L/1272H), åëîíãàö³ÿ 72 °C 45 ñ; ô³íàëüíà 
åëîíãàö³ÿ – 72 °C 10 õâ. Îá’ºì ê³íöåâî¿ ñó-
ì³ø³ ñêëàâ 20 ìêë, êîíöåíòðàö³ÿ ïðàéìåð³â – 
0,2 ìêÌ.

Ðåñòðèêö³þ ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì 
åíäîíóêëåàç ðåñòðèêö³¿ Hae²²² òà Dde² («Ther-
mo F³sher Sc³ent³f³c», ÑØÀ) â³äïîâ³äíî äî
ïðîòîêîë³â âèðîáíèêà.

Ïðîäóêòè àìïë³ô³êàö³¿/ðåñòðèêö³¿ ðîçä³ëÿëè 
â àãàðîçíèõ (1,5–3 %) ãåëÿõ çà íàïðóãè 150 Â 
óïðîäîâæ 40 õâ òà ó ïîë³àêðèëàì³äíèõ (6 %) 
íàòèâíèõ ãåëÿõ çà íàïðóãè 250 Â óïðîäîâæ
180 õâ.

Â³çóàë³çàö³þ ôðàãìåíò³â ÄÍÊ ïðîâîäèëè ç
âèêîðèñòàííÿì áðîìèñòîãî åòèä³þ â óëüòðà-
ô³îëåòîâîìó ñïåêòð³.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Íà 
ïåðøîìó åòàï³ äîñë³äæåíü âèâ÷åíî åôåêòèâ-
í³ñòü çàñòîñóâàííÿ ð³çíèõ òèï³â ïðàéìåðíèõ 
ñèñòåì (Ð2/Ð8, 2550F/2718R ³ 1237L/1272H)
äëÿ òèïóâàííÿ îñîáèí Bubo bubo.

Âèêîðèñòàííÿ «êëàñè÷íîãî» ï³äõîäó, òîáòî
ñåêñóâàííÿ îñîáèí øëÿõîì ïðîâåäåííÿ ñòàí-
äàðòíî¿ ÏËÐ ç íàñòóïíèì ðîçïîä³ëîì àìïë³-
êîí³â (çà ð³çíèõ ïðàéìåðíèõ ñèñòåì) â àãàðîç-

íîìó ³ ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåëÿõ ïðèçâåëî äî 
ð³çíèõ ðåçóëüòàò³â ó êîæíîìó ç àíàë³çîâàíèõ 
âèïàäê³â. Çà ðåçóëüòàòàìè äîñë³äæåíü, ïðåä-
ñòàâíèê³â âèäó Bubo bubo âäàëîñÿ åôåêòèâíî 
ñåêñóâàòè ò³ëüêè çà âèêîðèñòàííÿ ïðàéìåð³â 
P2/P8 ç íàñòóïíèì ðîçïîä³ëîì àìïë³ô³êîâàíèõ 
ôðàãìåíò³â ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³ (ðèñ. 1).

Íà ïðåäñòàâëåíîìó ðèñóíêó çðàçêè äóáëþ-
þòü îäèí îäíîãî çàëåæíî â³ä òèïó âèêî-
ðèñòîâóâàíèõ ìàðêåð³â. Ó âèïàäêó ³ç ïðàéìå-
ðàìè 2550F/2718R ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ïîâí³ñòþ 
ãîìîãåííà êàðòèíà – ïîë³ìîðô³çì â³äñóòí³é, 
ùî íå äàº ìîæëèâîñò³ ¿õíüîãî âèêîðèñòàííÿ 
â ÿêîñò³ ³íñòðóìåíòó òèïóâàííÿ. Ó ñâîþ ÷åðãó 
ïðè àìïë³ô³êàö³¿ ó ñèñòåì³ 1237L/1272H ç 
íàñòóïíèì ðîçä³ëåííÿì ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó 
ãåë³ ìè ñïîñòåð³ãàºìî ðîçá³æíîñò³ ì³æ çðàç-
êàìè. Ó çðàçêó ¹ 13 ó íàÿâíîñò³ äâà àìï-
ë³ô³êîâàíèõ ôðàãìåíòà, ùî âêàçóº íà ãåíîòèï 
CHDZW (ñàìêà). ²íø³ çðàçêè âèçíà÷åí³ ÿê ãåíî-
òèï CHDZZ. Ðåçóëüòàòè, îòðèìàí³ ç âèêîðèñ-
òàííÿì ìàðêåð³â 1237L/1272H, ïîâí³ñòþ çá³-
ãàþòüñÿ ç òàêèìè äëÿ P2/P8 – òðè îñîáèíè ç 
ãåíîòèïîì CHDZZ é îäíà ç CHDZW. Ïðîòå, ì³æ 
ìàðêåðàìè º ³ñòîòí³ ðîçõîäæåííÿ. Ôðàãìåíòè 
CHDZ é CHDW çðàçêà ç ãåíîòèïîì CHDZW 
äëÿ 1237L/1272H ðîçð³çíÿþòüñÿ íåäîñòàòíüî 
âèðàæåíî ïîð³âíÿíî ç òàêèìè ïðè âèêîðèñ-
òàíí³ ìàðêåðà P2/P8, ùî ìîæå ïðèçâîäèòè äî 
ïëóòàíèíè âíàñë³äîê íåìîæëèâîñò³ ¿õíüîãî äè-
ôåðåíö³þâàííÿ íà åëåêòðîôîðåãðàì³. Çâè÷àé-
íî, ó öüîìó âèïàäêó ìîæíà çá³ëüøèòè òðè-
âàë³ñòü ïðîöåäóðè åëåêòðîôîðåçó, îäíàê öå 
ñóòòºâî óñêëàäíþº ãåíîòèïóâàííÿ é íå äîçâî-
ëÿº âèêîðèñòîâóâàòè ìåòîä ÿê ðóòèííèé ³íñò-
ðóìåíò ó ëàáîðàòîðí³é ïðàêòèö³.

Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî Kahn N. ç³ ñï³âàâòîðàìè 
âêàçóþòü íà íèçüêó åôåêòèâí³ñòü âèçíà÷åííÿ 
ñòàò³ äåÿêèõ âèä³â ïòàõ³â ðîäèíè Str³g³dae 
(Bubo v³rg³n³anus) ç âèêîðèñòàííÿì ïðàéìåð³â 
1237L/1272H òàêîæ âíàñë³äîê íåäîñòàòíüî âè-
ðàæåíîãî ïîë³ìîðô³çìó ãåíà CHD ó ïðåäñòàâ-
íèê³â îáîõ ñòàòåé, ùî ïîâí³ñòþ ï³äòâåðäæóºòü-
ñÿ ðåçóëüòàòàìè íàøèõ äîñë³äæåíü.

Äëÿ ïîð³âíÿííÿ åôåêòèâíîñò³ âèêîðèñòàí-
íÿ ð³çíèõ òèï³â ãåë³â äëÿ ðîçïîä³ëó àìïë³ô³-
êîâàíèõ ôðàãìåíò³â ïðîâåäåíî äîñë³äæåííÿ ç
çàñòîñóâàííÿì àãàðîçè. Åëåêòðîôîðåãðàìó àì-
ïë³ô³êîâàíèõ ôðàãìåíò³â ãåíó CHD íà ïðè-

Ðèñ. 1. Åëåêòðîôîðåãðàìà àìïë³ô³êîâàíèõ ôðàãìåí-
ò³â ãåíó CHD çà âèêîðèñòàííÿ ïðàéìåð³â 2550F/
2718R; P2/P8 ³ 1237L/1272H ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãå-
ë³. 1–14 – íîìåðè çðàçê³â; 1 – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíèõ 
ìàñ (600 òà 580 ï.í.); 2 – íåãàòèâíèé êîíòðîëüíèé 
çðàçîê; 3–6 – ïðàéìåðè 2550F/2718R; 7–10 – 
ïðàéìåðè P2/P8; 11–14 – ïðàéìåðè 1237L/1272H
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Àíàë³ç ïîë³ìîðô³çìó ãåíó CHD ÿê ìîäåëüíîãî îá’ºêòó äëÿ ìîëåêóëÿðíîãî ñåêñóâàííÿ

êëàä³ ìàðêåð³â 2550F/2718R é P2/P8 â àãàðîç-
íîìó ãåë³ ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 2.

Âèêîðèñòàííÿ âñ³õ òðüîõ òèï³â àíàë³çîâàíèõ 
ìàðêåð³â â àãàðîçíèõ ãåëÿõ íå äàº çìîãè óñï³ø-
íî ãåíîòèïóâàòè îñîáèí âíàñë³äîê â³äñóòíîñò³ 
âèðàæåíèõ â³äì³ííîñòåé ì³æ àìïë³êîíàìè. Ó 
êîæíîìó ç ðîçãëÿíóòèõ âèïàäê³â ð³çí³ ãåíîòèïè 
CHDZZ é CHDZW ïðåäñòàâëåí³ ó âèãëÿä³ îäíîãî 
ôðàãìåíòó, ùî âêàçóº íà íåìîæëèâ³ñòü âèÿâ-
ëåííÿ ïîë³ìîðô³çìó â äîñë³äæóâàíîìó ëîêóñ³. 
Îòæå, âèêîðèñòàííÿ ñòàíäàðòíîãî ìåòîäó ÏËÐ 
³ç íàñòóïíèì åëåêòðîôîðåòè÷íèì ðîçä³ëåííÿì 
àíàë³çîâàíèõ ôðàãìåíò³â â àãàðîçíèõ ãåëÿõ º
íåäîö³ëüíèì äëÿ âñ³õ âèâ÷åíèõ ìàðêåðíèõ ñèñ-
òåì. Ñâîºð³äíå âèêëþ÷åííÿ ³ç çàãàëüíî¿ êàðòè-
íè ñòàíîâèòü P2/P8 ³ ò³ëüêè çà óìîâè âèêî-
ðèñòàííÿ ïîë³àêðèëàì³äíîãî ãåëþ.

Íåìîæëèâ³ñòü ñåêñóâàííÿ Bubo bubo çà âè-
êîðèñòàííÿ ð³çíèõ ïðàéìåðíèõ ñèñòåì, âíàñ-
ë³äîê â³äñóòíîñò³ ãåòåðîìîðôíèõ ñòàòåâèõ õðî-
ìîñîì, â³äì³÷åíà òàêîæ é ³íøèìè àâòîðàìè 
(Vuc³cev³c et al, 2013; Valadan et al, 2017). 
Îäíàê, ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî â öèõ âèïàäêàõ 
àâòîðè âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ ðîçä³ëåííÿ àìïë³-
ô³êîâàíèõ ôðàãìåíò³â ò³ëüêè àãàðîçí³ ãåë³.

Àêöåíò íà âèêîðèñòàíí³ àãàðîçíèõ ãåë³â ïî-
â’ÿçàíèé, íà íàøó äóìêó, ³ç ïðîñòîòîþ âèêî-
ðèñòàííÿ é íèçüêèìè âèòðàòàìè ÷àñó âïðî-
äîâæ ïðîâåäåííÿ ðóòèííèõ ëàáîðàòîðíèõ äî-
ë³äæåíü. Ïðè öüîìó, ÿê âæå áóëî íåîäíîðàçîâî 
çãàäàíî, ò³ëüêè âèêîðèñòàííÿ ïîë³àêðèëàì³ä-
íèõ ãåë³â äàº ìîæëèâ³ñòü åôåêòèâíî ïðîâîäè-
òè ñåêñóâàííÿ Bubo bubo íà îñíîâ³ àìïë³ô³êà-
ö³¿ ³ç ïðàéìåðàìè P2/P8. Ç îãëÿäó íà ïåâíó 
òðóäîºìí³ñòü âèêîðèñòàííÿ ÏÀÀÃ, îòðèìàí³ 
ðåçóëüòàòè âñå æ òàêè íå ìîæíà íàçâàòè 
îïòèìàëüíèìè ç ïîãëÿäó ïðîñòîòè ïðîâåäåííÿ 
àíàë³çó, ùî ïðèçâîäèòü äî íåîáõ³äíîñò³ ïî-
äàëüøîãî ïîøóêó åôåêòèâíî¿ ñèñòåìè ñåêñó-
âàííÿ ïðåäñòàâíèê³â Bubo bubo. Ïðîàíàë³çóº-
ìî ìîæëèâîñò³ âèêîðèñòàííÿ ðåñòðèêö³éíîãî 
àíàë³çó, ÿê ³íñòðóìåíòó òèïóâàííÿ îñîáèí çà 
ëîêóñîì CHD.

Íàÿâí³ñòü ïîë³ìîðôíèõ ñàéò³â ðåñòðèêö³¿ 
ïîòåíö³éíî ïðèçâîäèòü äî óòâîðåííÿ ðåñòðèê-
ö³éíèõ ôðàãìåíò³â ç âèðàæåíèìè â³äì³ííîñ-
òÿìè ó äîâæèí³, ùî é äîçâîëÿº åôåêòèâíî 
ãåíîòèïóâàòè îñîáèí çà âèêîðèñòàííÿ åëåêòðî-
ôîðåòè÷íîãî ðîçä³ëåííÿ â àãàðîçíèõ ãåëÿõ. Äëÿ 
ïðîâåäåííÿ ðåñòðèêö³éíîãî àíàë³çó çà îñíîâó 

áóëî îáðàíî ëîêóñ, ôëàíêîâàíèé ïðàéìåðàìè 
Ð2/Ð8, ÿêèé, çã³äíî ç ë³òåðàòóðíèìè äàíèìè, 
ìàº ñàéò ðåñòðèêö³¿ äëÿ Hae²²² â êîíñåðâàòèâ-
í³é ä³ëÿíö³ CHDZ õðîìîñîìè ó äåÿêèõ âèä³â 
ïòàõ³â. Àíàë³ç íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé 
ãåíó CHDZ (GenBank NCB²: KR019949.1) äàâ 
ìîæëèâ³ñòü âèÿâèòè ñàéò ðåñòðèêö³¿ äëÿ Hae²²², 
ùî â³äçíà÷åíèé, òàêîæ, ³ äëÿ Gallus gallus, âè-
êîðèñòîâóâàíî¿ â ÿêîñò³ åòàëîííî¿ ïîñë³äîâ-
íîñò³ (GenBank NCB²: AF006659.1). Âîäíî÷àñ, 
ó áàç³ äàíèõ GenBank ³íôîðìàö³ÿ ïðî íóêëåî-
òèäíó ïîñë³äîâí³ñòü ãåíó CHDW äëÿ Bubo bubo 
â³äñóòíÿ, îäíàê àíàë³ç åòàëîííî¿ ïîñë³äîâíîñò³ 
Gallus gallus (GenBank NCB²: AF006660.1) âèÿ-
âèâ â³äñóòí³ñòü ñàéòó GGCC, ùî âêàçóº íà éîãî 
ïîë³ìîðôí³ âëàñòèâîñò³ é âèìàãàº åêñïåðèìåí-
òàëüíîãî ï³äòâåðäæåííÿ äëÿ Bubo bubo øëÿõîì 
ïðîâåäåííÿ ðåñòðèêö³éíîãî àíàë³çó.

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ïîâí³ñòþ ï³äòâåðäæó-
þòü íàø³ ïðèïóùåííÿ. Çà ðåçóëüòàòàìè ïðî-
âåäåíèõ äîñë³äæåíü âèÿâëåíèé ïîë³ìîðô³çì 
ãåíó CHD ó äîñë³äí³é ãðóï³ ïòàõ³â çà ñàéòîì 
ðåñòðèêö³¿ äëÿ Hae²²² (BsuR², ñàéò ðåñòðèêö³¿ 
GG^CC).

Íà ðèñ. 3 íàâåäåíî ôîòî åëåêòðîôîðåãðàìè 
ïðîäóêò³â ðåñòðèêö³¿ ôðàãìåíòà ãåíó CHD 
ïðåäñòàâíèê³â âèäó Bubo bubo. Äëÿ ðîçïîä³ëó ðå-
ñòðèêö³éíèõ ôðàãìåíò³â âèêîðèñòîâóâàëè àãà-
ðîçíèé ãåëü (1,5%-íèé). Â ÿêîñò³ àëüòåðíà-
òèâíîãî âàð³àíòó âèêîðèñòîâóâàëè åíäîíóê-
ëåàçó Dde² (C^TNAG) (äëÿ ÿêî¿ º ïîë³ìîðô-
íèé ñàéò äëÿ Gallus gallus) òà óñï³øí³ñòü çà-

Ðèñ. 2. Åëåêòðîôîðåãðàìà àìïë³ô³êîâàíèõ ôðàãìåíò³â 
ãåíó CHD çà âèêîðèñòàííÿ ïðàéìåð³â 2550F/2718R ³ 
P2/P8 â àãàðîçíîìó ãåë³. 1–11 – íîìåðè çðàçê³â; 6 – 
íåãàòèâíèé êîíòðîëüíèé çðàçîê; 1–5 – 2550F/2718R; 
7–11 – P2/P8
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Ð.Î. Êóë³áàáà, Þ.Â. Ëÿøåíêî

ñòîñóâàííÿ ÿêî¿ áóëà ïîêàçàíà äëÿ äåÿêèõ 
âèä³â ïòàõ³â ó ðîáîò³ Bermudez-Humaran L.G. 
ç³ ñï³âàâòîðàìè (Bermudez-Humaran et al, 2002).

ßê ³ ïåðåäáà÷àëîñÿ çà ðåçóëüòàòîì àíàë³çó 
íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé, ôðàãìåíò ãåíó 
CHDZ ì³ñòèòü ñàéò ðåñòðèêö³¿ äëÿ Hae²²², ùî 
ïðèçâîäèòü äî óòâîðåííÿ äâîõ ôðàãìåíò³â íà
åëåêòðîôîðåãðàì³. Âîäíî÷àñ, ó âèïàäêó ç CHDW

óòâîðåííÿ ðåñòðèêö³éíèõ ôðàãìåíò³â íå â³ä-
áóâàºòüñÿ âíàñë³äîê â³äñóòíîñò³ ñàéòó. Ãåíîòèï 
CHDZZ ïðåäñòàâëåíèé íà åëåêòðîôîðåãðàì³ ó 
âèãëÿä³ äâîõ ôðàãìåíò³â ~ 302 é 65 ï.í., ãåíî-
òèï CHDZW – ó âèãëÿä³ òðüîõ ~ 367, 302 é 65 ï.í. 
Íàéíèæ÷èé ðåñòðèêö³éíèé ôðàãìåíò CHDZ ïî-
ãàíî ðîçð³çíÿºòüñÿ íà åëåêòðîôîðåãðàì³, îä-
íàê â³í ïðèñóòí³é ó êîæíîìó âèïàäêó. Çà 
ðåçóëüòàòàìè äîñë³äæåíü âñòàíîâëåíî, ùî àíà-
ë³çó âåðõí³õ ôðàãìåíò³â ö³ëêîì äîñòàòíüî äëÿ 
òèïóâàííÿ îñîáèí, òîìó, ó öüîìó âèïàäêó, 
â³çóàë³çàö³ÿ íèæíüîãî (íàéìåíøîãî) ôðàãìåí-
òó íå º îáîâ’ÿçêîâîþ.

Çà àíàë³çîì åëåêòðîôîðåãðàìè ìîæíà â³ä-
çíà÷èòè, ùî â³äì³ííîñò³ ì³æ ðåñòðèêö³éíèìè 
ôðàãìåíòàìè (äëÿ àãàðîçíèõ ãåë³â) ïðàêòè÷íî 
ïîâí³ñòþ êîìïåíñóþòü ð³çíèöþ â äîâæèí³ ì³æ 
àìïë³êîíàìè CHDZ é CHDW, ÿêà ñïîñòåð³ãàº-
òüñÿ äëÿ ³íøèõ âèä³â ïòàõ³â.

Ó ñâîþ ÷åðãó äëÿ Dde² íå âèÿâëåíî ïîë³-
ìîðô³çìó ì³æ ôðàãìåíòàìè CHDZ é CHDW, ùî 
é ïðèçâîäèòü äî íàÿâíîñò³ ò³ëüêè îäíîãî âà-
ð³àíòó ðîçïîä³ëó ðåñòðèêö³éíèõ ôðàãìåíò³â íà 
åëåêòðîôîðåãðàì³ (ðèñ. 3).

Åôåêòèâí³ñòü âèêîðèñòàííÿ ìåòîäó PCR-
RFLP íà îñíîâ³ P2/P8 é Hae²²² äëÿ ñåêñóâàí-
íÿ ïòàõ³â ï³äòâåðäæóþòü äàí³, îòðèìàí³ ²nsee 
J. et al, 2014 äëÿ ïðåäñòàâíèê³â ðîäèíè Gru³dae 
(Æóðàâëèí³), Garc³a CB et al, 2009 äëÿ ïðåä-
ñòàâíèê³â ðîäèíè Acc³p³tr³dae (ßñòðóáèí³), Pa-
t³no L et al, 2013 äëÿ ïðåäñòàâíèê³â ðîäèíè
Procellar³³dae (Áóðåâ³ñíèêîâ³). Òàêîæ íà óñï³ø-
í³ñòü âèêîðèñòàííÿ Hae²²² äëÿ ñåêñóâàííÿ áåç-
ïîñåðåäíüî Bubo bubo óêàçóº é Gr³ff³ths R. ç³ 
ñï³âàâòîðàìè, îäíàê íà îñíîâ³ ïðàéìåð³â P2/
P3 (Gr³ff³ths et al, 1996). 

Âèêîðèñòàííÿ ìåòîäè÷íèõ ï³äõîä³â, àíàëî-
ã³÷íèõ âèùåçàçíà÷åíèì, íà îñíîâ³ ïðàéìåðíèõ 
ñèñòåì 2550F/2718R é 1237L/1272H íå ïðè-
çâîäèòü äî ïîçèòèâíèõ ðåçóëüòàò³â – âèÿâëåíî
â³äñóòí³ñòü Hae²²²-ïîë³ìîðô³çìó àìïë³ô³êîâà-
íèõ ôðàãìåíò³â CHDZ é CHDW â îáîõ âèïàäêàõ, 
ùî óíåìîæëèâëþº çàñòîñóâàííÿ äàíèõ ìàð-
êåð³â äëÿ ñåêñóâàííÿ ïðåäñòàâíèê³â Bubo bubo. 

Ùå îäíèì àëüòåðíàòèâíèì ìåòîäîì, ÿêèé
ìîæíà çàñòîñîâóâàòè ó äîñë³äæåííÿõ íåâèðà-
æåíîãî àëåëüíîãî äèìîðô³çìó, º ãåòåðîäóï-
ëåêñíèé àíàë³ç, ÿêèé ìè âèêîðèñòîâóâàëè íà 
íàñòóïíîìó åòàï³ äîñë³äæåíü.

Ïðè ïëàíóâàíí³ äîñë³äæåíü ìè âèõîäèëè ç 
ïðèïóùåííÿ, ùî óòâîðåííÿ ãåòåðîäóïëåêñíî¿ 
ÄÍÊ â³äáóâàºòüñÿ ÿê áåçïîñåðåäíüî ïðîäîâæ 
öèêë³â ÏËÐ, òàê é ó ðåçóëüòàò³ äîäàòêîâî¿ 
äåíàòóðàö³¿/ðåíàòóðàö³¿ ïðè çì³øóâàíí³ àìïë³-
ô³êîâàíèõ ôðàãìåíò³â äîñë³äíèõ çðàçê³â ç åòà-
ëîííèìè. Îñíîâíå ïèòàííÿ, ùî âèìàãàº åêñ-
ïåðèìåíòàëüíî¿ îö³íêè, – ÷è äîñòàòíüî âèðà-
æåí³ ðîçá³æíîñò³ â íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñ-
òÿõ àìïë³êîí³â CHDZ òà CHDW äëÿ ìîæëèâîñò³ 
â³çóàë³çàö³¿ ïðè åëåêòðîôîðåòè÷íîìó ðîçïîä³ë³ 
ôðàãìåíò³â? ²íøèìè ñëîâàìè, âèíèêëà íåîáõ³ä-
í³ñòü îö³íèòè ñòóï³íü âèðàæåíîñò³ ðîçõîäæåíü 
â çíà÷åííÿõ åëåêòðîôîðåòè÷íî¿ ðóõëèâîñò³ ö³-
ëüîâèõ ôðàãìåíò³â ³ ãåòåðîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ 
åêñïåðèìåíòàëüíèì øëÿõîì.

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíî åëåêòðîôîðåãðàìó 
ðåçóëüòàò³â ãåòåðîäóïëåêñíîãî àíàë³çó ïðîäóê-
ò³â àìïë³ô³êàö³¿ ôðàãìåíòó ãåíó CHD (ïðàé-
ìåðè P2/P8) ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³.

Çà ðåçóëüòàòàìè äîñë³äæåíü ç’ÿñîâàíî, ùî 
ïðè çì³øóâàíí³ çðàçê³â, ùî ì³ñòÿòü àìïë³êîíè 
CHDZ é CHDW, óòâîðþþòüñÿ äîäàòêîâ³ ôðàã-
ìåíòè ãåòåðîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ (çðàçêè 2, 4 é 6 
íà ïðåäñòàâëåí³é åëåêòðîôîðåãðàì³), íàÿâí³ñòü 

Ðèñ. 3. Ðåñòðèêö³éíèé àíàë³ç ôðàãìåíòó ãåíó CHD, 
àìïë³ô³êîâàíîãî çà âèêîðèñòàííÿ ïðàéìåð³â P2/P8. 
1–9 – íîìåðè çðàçê³â; 5 – íåãàòèâíèé êîíòðîëüíèé 
çðàçîê; 1–4 – ðåñòðèêö³ÿ Hae²²²; 6–8 – ðåñòðèêö³ÿ 
Dde²
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Àíàë³ç ïîë³ìîðô³çìó ãåíó CHD ÿê ìîäåëüíîãî îá’ºêòó äëÿ ìîëåêóëÿðíîãî ñåêñóâàííÿ

ÿêèõ äîçâîëÿº áåçïîìèëêîâî âèçíà÷èòè ãåíî-
òèï ïòèö³. Ïðè çì³øóâàíí³ çðàçê³â, ùî â³ä-
íîñÿòüñÿ äî îäí³º¿ ñòàò³, êàðòèíà ãåòåðîäóï-
ëåêñíî¿ ÄÍÊ çîâñ³ì ³íøà – ñïåöèô³÷í³ äëÿ
ïåðøîãî âàð³àíòà ôðàãìåíòè â³äñóòí³. Óòâîðåí-
íÿ ãåòåðîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ ó âèïàäêó çì³øó-
âàííÿ çðàçê³â ç îäíàêîâèìè ãåíîòèïàìè ìîæ-
íà ïîÿñíèòè íàÿâíèìè ðîçõîäæåííÿìè (ïîòåí-
ö³éíèìè SNP) ó ïåðâèíí³é ñòðóêòóð³ ôðàãìåí-
ò³â CHD, à óòâîðåííÿ ñïåöèô³÷íèõ ôðàãìåí-
ò³â – âèðàæåíèìè â³äì³ííîñòÿìè àìïë³êîí³â 
CHDZ é CHDW (²ndel-ïîë³ìîðô³çì). 

Çà ðåçóëüòàòàìè ïðîâåäåíèõ äîñë³äæåíü óñ-
ï³øí³ñòü âèêîðèñòàííÿ ãåòåðîäóïëåêñíîãî àíà-
ë³çó ïîêàçàíà ò³ëüêè äëÿ ïðàéìåð³â P2/P8. 
Àíàë³ç ìàðêåð³â 2550F/2718R òà 1237L/1272H 
âèÿâèâ ¿õ íåäîñòàòíþ åôåêòèâí³ñòü äëÿ ñåêñó-
âàííÿ Bubo bubo.

Âèêîðèñòàííÿ îïèñàíîãî ìåòîäè÷íîãî ï³ä-
õîäó ö³ëêîì óñï³øíî ïîêàçàëî ñåáå é ó âèïàä-
êó ç åëåêòðîôîðåòè÷íèì ðîçïîä³ëîì ïðîäóêò³â 
àìïë³ô³êàö³¿ â àãàðîçíèõ ãåëÿõ (ðèñ. 5).

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü, îòðèìàí³ çà âèêî-
ðèñòàííÿ àãàðîçíîãî ãåëþ, ïîâí³ñòþ â³äïîâ³-
äàþòü ðåçóëüòàòàì ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³. 
Ïðè öüîìó ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî ïðè äåÿêèõ 
ðîçõîäæåííÿõ â ³íòåíñèâíîñò³ ñâ³÷åííÿ ôðàã-
ìåíò³â, êàðòèíà, ùî ñïîñòåð³ãàºòüñÿ, äóæå ñõî-
æà ç ðåçóëüòàòàìè ðîçïîä³ëó àìïë³êîí³â ïðè 
âèêîðèñòàíí³ êëàñè÷íî¿ ÏËÐ íà îñíîâ³ ìàð-
êåð³â P2/P8 äëÿ ³íøèõ âèä³â ïòàõ³â, íàïðè-
êëàä ïàïóãîâèõ (Ps³ttac³dae).

Ïðî óòâîðåííÿ ãåòåðîäóïëåêñ³â ó ïðîöåñ³ 
ñåêñóâàííÿ ïòàõ³â çãàäóº òàêîæ ³ Casey AE ç³ 
ñï³âàâòîðàìè (Casey et al, 2009). Îäíàê ó äàí³é 
ðîáîò³ àâòîðè ðîçãëÿäàþòü ëèøå íåãàòèâíèé
àñïåêò öüîãî ÿâèùà, ùî äîñèòü îäíîá³÷íî òà
ç ÷èì ìè íå ìîæåìî ïîãîäèòüñÿ. Ä³éñíî, ó áà-
ãàòüîõ âèïàäêàõ óòâîðåííÿ ãåòåðîäóïëåêñíî¿ 
ÄÍÊ ìîæå ïðèçâîäèòè äî íåâ³ðíî¿ ³íòåðïðå-
òàö³¿ ðåçóëüòàò³â äîñë³äæåíü. Ó öüîìó àñïåê-
ò³ ìè ïîâí³ñòþ çãîäí³ ç àâòîðàìè. Îäíàê, ³ öå
äóæå âàæëèâå çàóâàæåííÿ, óòâîðåííÿ ãåòåðî-
äóïëåêñíî¿ ÄÍÊ ñóòòºâî çàëåæèòü â³ä êîí-
öåíòðàö³¿ àìïë³êîí³â, ùî é ïðèçâîäèòü äî âà-
ð³àòèâíîñò³ ³íòåíñèâíîñò³ ôàðáóâàííÿ àíàë³çî-
âàíèõ ôðàãìåíò³â. Àíàë³ç åëåêòðîôîðåãðàì ó
íàâåäåíîìó êîíòåêñò³ äîçâîëÿº âèÿâèòè ðîç-
õîäæåííÿ â ³íòåíñèâíîñò³ ñâ³÷åííÿ é çðîáèòè
â³äïîâ³äí³ âèñíîâêè. Á³ëüøå òîãî, âèêîðèñ-

òàííÿ ãåòåðîäóïëåêñíîãî àíàë³çó äàº ìîæëè-
â³ñòü ìàêñèìàëüíî óíèêíóòè ðåçóëüòàò³â, ùî 
óñêëàäíþþòü ³íòåðïðåòàö³þ ä³¿ íåáàæàíèõ ôàê-
òîð³â, äî ÿêèõ â³äíîñèòüñÿ ïîòåíö³éíî ð³çíà 
åôåêòèâí³ñòü àìïë³ô³êàö³¿ ôðàãìåíò³â ãåí³â 
CHDZ é CHDW ó âèïàäêó ³ç ñàìêàìè ïòàõ³â. 
Ïðîâåäåííÿ äîäàòêîâî¿ ïðîöåäóðè äåíàòóðà-
ö³¿/ðåíàòóðàö³¿ çá³ëüøóº ê³ëüê³ñòü ãåòåðîäóï-

Ðèñ. 4. Åëåêòðîôîðåãðàìà ðåçóëüòàò³â ãåòåðîäóï-
ëåêñíîãî àíàë³çó ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ ôðàãìåíòó 
ãåíó CHD (ïðàéìåðè P2/P8) ó ïîë³àêðèëàì³äíîìó 
ãåë³. 1–6 – íîìåðè çðàçê³â; 1, 3, 5 – ãåíîòèï CHDZZ; 
2, 4, 6 – ãåíîòèï CHDZW

Ðèñ. 5. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ 
ôðàãìåíòó ãåíó CHD (ïðàéìåðè P2/P8) ³ ãåòåðî-
óïëåêñíî¿ ÄÍÊ â àãàðîçíîìó ãåë³. 1–8 – íîìåðè 
çðàçê³â; 1, 3, 5, 8 – ãåíîòèï CHDZZ; 2, 4, 6 – ãåíîòèï 
CHDZW; 7 – íåãàòèâíèé êîíòðîëüíèé çðàçîê
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Ð.Î. Êóë³áàáà, Þ.Â. Ëÿøåíêî

ëåêñíî¿ ÄÍÊ é, òèì ñàìèì, ï³äñèëþº åôåê-
òèâí³ñòü ñåêñóâàííÿ.

Ãåòåðîäóïëåêñíèé àíàë³ç, íåçâàæàþ÷è íà
âèÿâëåíó â äîñë³äæåííÿõ åôåêòèâí³ñòü äëÿ
âèð³øåííÿ ïîñòàâëåíîãî çàâäàííÿ, ìàº ö³ëó
íèçêó ïîòåíö³éíî íåãàòèâíèõ õàðàêòåðèñòèê, 
ùî ³ñòîòíî îáìåæóº ñôåðó éîãî çàñòîñóâàííÿ. 
Ïî-ïåðøå, åôåêòèâí³ñòü óòâîðåííÿ ãåòåðîäóï-
ëåêñíî¿ ÄÍÊ çàëåæèòü â³ä êîíöåíòðàö³¿ àìï-
ë³êîí³â, ùî, ó ñâîþ ÷åðãó, âèçíà÷àºòüñÿ çà-
ãàëüíîþ åôåêòèâí³ñòþ ÏËÐ ³ ñóïóòí³ìè ïàðà-
ìåòðàìè (êîíöåíòðàö³ÿ ³ ÿê³ñòü âèä³ëåíî¿ ÄÍÊ, 
ïàðàìåòðè àìïë³ô³êàö³éíî¿ ñóì³ø³ òîùî). 
Íèçüêà åôåêòèâí³ñòü ÏËÐ ìîæå ïðèçâîäèòè 
äî íåäîñòàòíüîãî äëÿ â³çóàë³çàö³¿ óòâîðåííÿ 
ãåòåðîäóïëåêñ³â, ó òîé ÷àñ ÿê íàÿâí³ñòü ö³-
ëüîâèõ ôðàãìåíò³â (ãîìîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ) áó-
äå çàô³êñîâàíî ç âèêîðèñòàííÿì ñòàíäàðòíèõ 
ï³äõîä³â â³çóàë³çàö³¿ ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ â
ãåëÿõ (åòèä³óì áðîì³ä). Ñàìå òîìó, íà íàø 
ïîãëÿä, â³çóàë³çàö³ÿ ãåòåðîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ çà
âèêîðèñòàííÿ ôàðáóâàííÿ ñð³áëîì ó ïîë³-
àêðèëàì³äíèõ ãåëÿõ á³ëüø åôåêòèâíà, í³æ ïðè 
ôàðáóâàíí³ ³íòåðêàëþþ÷èì áàðâíèêîì òèïó 
åòèä³óìó áðîì³äó. Äàíèé ôåíîìåí ïîÿñíþ-
ºòüñÿ á³ëüøîþ ÷óòëèâ³ñòþ ìåòîäó ôàðáóâàííÿ 
ñð³áëîì. Îäíàê äëÿ àãàðîçíèõ ãåë³â äàíà ìå-
òîäèêà íå ï³äõîäèòü (ÿê ³ âèêîðèñòàííÿ ïî-
ë³àêðèëàì³äíèõ ãåë³â ó ö³ëîìó âíàñë³äîê çíà÷-
íî¿ òðèâàëîñò³ ïðîöåäóðè), ùî äîäàòêîâî é
âèçíà÷àº îäèí ç âèðàæåíèõ íåäîë³ê³â ãåòåðî-
äóïëåêñíîãî àíàë³çó äëÿ ñåêñóâàííÿ ïòèö³.

²íøèì, íå ìåíø ³ñòîòíèì íåäîë³êîì ãåòåðî-
äóïëåêñíîãî àíàë³çó, º ñòîõàñòè÷íèé õàðàêòåð 
óòâîðåííÿ ñàìî¿ ãåòåðîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ. Óòâî-
ðåííÿ ãåòåðîäóïëåêñ³â, ùî ìàþòü â³äì³ííîñò³ â 
ïàðàìåòðàõ åëåêòðîôîðåòè÷íî¿ ðóõëèâîñò³ ïî-
ð³âíÿíî ç ãîìîäóïëåêñíèìè ö³ëüîâèìè ôðàã-
ìåíòàìè, âèçíà÷àºòüñÿ ñóêóïí³ñòþ ðîçõîäæåíü 
ó ïåðâèíí³é ñòðóêòóð³ àìïë³êîí³â, ùî â³äíî-
ñèòüñÿ íå ò³ëüêè äî òèïó íóêëåîòèäíèõ îñíîâ, 
àëå é äî ¿õíüîãî ïîëîæåííÿ â ìîëåêóë³. ×èì 
á³ëüøå ðîçõîäæåíü ì³æ íóêëåîòèäíèìè ïîñ-
ë³äîâíîñòÿìè àìïë³êîí³â, òèì á³ëüøå éìîâ³ð-
í³ñòü ðîçá³æíîñò³ â çíà÷åííÿõ åëåêòðîôîðå-
òè÷íî¿ ðóõëèâîñò³, âíàñë³äîê â³äì³ííîñòåé ó 
ïðîñòîðîâ³é ñòðóêòóð³ ìàêðîìîëåêóë. Îäíàê, 
ñòóï³íü âèðàçíîñò³ ðîçõîäæåíü º ïîõ³äíîþ â³ä 
ñòóïåíÿ ïîë³ìîðôíîñò³ äîñë³äíîãî ãåíó CHD, 
ùî ìîæå ïðîÿâëÿòèñÿ â ðîçá³æíîñò³ ïîëîæåííÿ 

íà åëåêòðîôîðåãðàì³ ö³ëüîâèõ ôðàãìåíò³â ³
ãåòåðîäóïëåêñíî¿ ÄÍÊ ïðè ïðîâåäåíí³ åëåêòðî-
ôîðåçó. Ó äåÿêèõ âèïàäêàõ ðîçõîäæåííÿ â 
åëåêòðîôîðåòè÷í³é ðóõëèâîñò³ ôðàãìåíò³â ìî-
æóòü áóòè ì³í³ìàëüíèìè, ùî ïðèçâîäèòü äî 
íåçäàòíîñò³ ¿õíüîãî ðîçä³ëåííÿ, ³, â³äïîâ³äíî,
äî ïîìèëîê òèïóâàííÿ ç âèêîðèñòàííÿì àãà-
ðîçíèõ ãåë³â. Òàêèì ÷èíîì, áåðó÷è äî óâàãè 
çàçíà÷åíå, ãåòåðîäóïëåêñíèé àíàë³ç ìîæíà ðîç-
ãëÿäàòè ëèøå ó ÿêîñò³ äîäàòêîâîãî äî îñíîâ-
íîãî ³íñòðóìåíòó ñåêñóâàííÿ ïòèö³.

Âèñíîâêè. Çà ðåçóëüòàòàìè äîñë³äæåíü äî-
âåäåíî íàÿâí³ñòü ìîíîìîðôíîãî äëÿ Dde² 
(CHDZ+; CHDW+) òà ïîë³ìîðôíîãî äëÿ Hae²²²
(CHDZ+; CHDW–) ñàéò³â ðåñòðèêö³¿ ó àìïë³-
ô³êîâàíèõ çà âèêîðèñòàííÿ ïðàéìåð³â P2/P8
ôðàãìåíòàõ CHDZ òà CHDW Bubo bubo. Ïîêà-
çàíî, ùî âèêîðèñòàííÿ ìàðêåðíî¿ ñèñòåìè
P2/P8 ó ðàìêàõ êëàñè÷íî¿ ÏËÐ äàº ìîæëè-
â³ñòü åôåêòèâíî ïðîâîäèòè ñåêñóâàííÿ ïòà-
õ³â çà óìîâ åëåêòðîôîðåòè÷íîãî ðîçïîä³ëó àì-
ïë³ô³êîâàíèõ ôðàãìåíò³â ó ïîë³àêðèëàì³äíî-
ìó ãåë³. Äîâåäåíî åôåêòèâí³ñòü âèêîðèñòàííÿ 
ãåòåðîäóïëåêñíîãî àíàë³çó äëÿ äèôåðåíö³þ-
âàííÿ ôðàãìåíò³â CHDZ é CHDW. Âèçíà÷åíî
äîö³ëüí³ñòü âèêîðèñòàííÿ êîìïëåêñíîãî ï³ä-
õîäó (PCR-RFLP òà àíàë³ç ãåòåðîäóïëåêñíî¿ 
ÄÍÊ) äëÿ âèð³øåííÿ çàâäàíü ñåêñóâàííÿ ïðåä-
ñòàâíèê³â âèäó Bubo bubo ó ïðàêòèö³ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ äîñë³äæåíü.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Äîñë³äæåí-
íÿ ïðîâåäåí³ çà âèêîðèñòàííÿ â ÿêîñò³ äæåðå-
ëà á³îëîã³÷íîãî ìàòåð³àëó ï³ð’¿í îñîáèí Bubo 
bubo çà â³äñóòíîñò³ áåçïîñåðåäí³õ ìàí³ïóëÿö³é 
ç ïòàõàìè.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Íàóêîâ³ äîñë³äæåííÿ íå ô³íàí-
ñóâàëèñÿ ç áîêó ñòîðîíí³õ êîìåðö³éíèõ îðãà-
í³çàö³é.
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The studies of CHD gene polymorphism as a model 
object for molecular sex determination of Bubo bubo 
(Eurasian eagle-owl) were carried out. The methods of 
PCR for amplification of the target regions of CHD gene, 
using P2/P8, 2550F/2718R, and 123L/1272H markers 
systems, restriction (PCR-RFLP) and heteroduplex 
methodological approaches were analyzed. It was shown 
that the use of P2/P8 markers system within PCR is 
efficient for avian sexing only under electrophoretic 
separation of the fragments in polyacrylamide gel. The 
application of 2550F/2718R and 123L/127H markers 
demonstrated their insufficient efficiency both in agarose 
and polyacrylamide gels, because of the impossibility to 
differentiate between genotypes CHDZZ and CHDZW. 
The presence of a polymorphic restriction site for 
HaeIII in CHDZ and CHDW fragments, amplified with 
primers P2/P8, has been proven. No polymorphic site 
has been detected for DdeI restriction endonuclease. 
High efficiency of heteroduplex analysis, based on 
P2/P8 markers system, for sexing individuals under 
electrophoretic distribution of the amplified fragments 
both in agarose and polyacrylamide gels was proven. 
In case of experimental samples, containing CHDZ 
and CHDW amplicons, the additional fragments of 
heteroduplex DNA were formed. The presence of the 
latter allowed determining the genotype of an individual 
accurately.
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