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ЭФФЕКТ ОБЩЕГО ПЦР-ПРЕМИКСА
при issr типировании голуб: ВЫСОКОЙ

Актуальность. При проведении генетических исследований, в том 
числе широкомасштабных, в настоящее время широко используется метод 
ISSR-ПЦР при обнаружении внутривидового полиморфизма, в первую оче­
редь у близкородственных генотипов. Воспроизводимость хороших резуль­
татов метода зависит не только от абсолютной идентичности условий 
амплификации, но и от ряда других факторов, поэтому выяснение этих фак­
торов является достаточно актуальным.

Цель - сравнение продуктов ISSR-ПЦР-реакции, приготовленных 
двумя способами: покапельно и с помощью ПЦР-премикса.

Материалы и методы. Выделения ДНК из стеблей голубики высокой 
сорта Reka проводили протоколом «СТAB-PVP-меркаптоэтанол» для расте­
ний с высоким содержанием полифенолов и полисахаридов. Для приготов­
ления реакционной ISSR-ПЦР-смеси использовался стандартный набор ре­
агентов и праймер UBC 824.

Выводы. Стандартную реакционную ПЦР-смесь можно готовить 
двумя способами: первый - с использованием общего ПЦР-премикса, вто­
рой - поэтапным покапельным внесением реагентов в каждую пробирку.

При постановке опыта с одинаковой ДНК-матрицей и разнесением по 
пробиркам общего ПЦР-премикса (без ДНК) наблюдается достаточно высо­
кая воспроизводимость ISSR-профилей. Использование этого способа поз­
воляет пипетаровать большие объемы. Меньшее количество стадий внесе­
ния реагентов сберегает время, а также снижает риск загрязнения материн­
ского и конечного раствора. Недостатком использования общего ПЦР-пре­
микса является эффект неравномерного разнесения компонентов реакции 
по пробиркам из-за погрешности дозирования и, предположительно, из-за 
некоторых локальных различий в концентрации компонентов и, как след­
ствие, непроявление всех фрагментов. Метод поэтапного покапельного вне­
сения реагентов в ПЦР-смесь обладает хорошей воспроизводимостью и дает 
возможность появления всех фрагментов. Данный способ приготовления 
ПЦР-смеси может быть выбран в качестве основного для научно-исследо­
вательской работы, ввиду его высокой информативности и надежности.
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