Приложение № 3

К Временному Положению

о проведении молекулярно-

генетической идентификации

осетровых рыб и продукции

 из них, включая икру

ИНСТРУКЦИЯ ПО СБОРУ ОБРАЗЦОВ ТКАНЕЙ ОСЕТРОВЫХ РЫБ 

для молекулярно-генетического анализа

1. Общие положения.

1.1. Наилучшим материалом для последующего выделения суммарной ДНК являются: кровь (обычно, из хвостовой вены) и фрагменты плавников (грудных, брюшных, анальных или спинного), которые берут прижизненно, стараясь не наносить излишних повреждений донорам биопсийного материала. 

1.2.  Используют также зрелые половые продукты рыб (овулировавшие яйцеклетки и сперму производителей), фрагменты ястыков и семенников на различных стадиях созревания. В тех случаях, когда существует возможность получения проб от умерщвленных “ex tempora” особей, в качестве материала может дополнительно использоваться мышечная ткань, печень и другие внутренние органы, за исключением кишечника. 

1.3. Оптимальные/минимальные объемы или вес (суммарные) проб от одной особи составляют:

Вид ткани
Осетровые

Икра 
15/ 10 г

Ястыки 
25/10 г

Сперма 
2/1 мл

Семенники 
4/2 г

Плавники 
4/2 г

Кровь 
4/2 мл

Печень
5/3 г

Мышцы 
10/2,5 г

Др. ткани
5/2,5 г

В отдельных случаях, когда доступны только самые минимальные объемы образцов допускается коллекционирование единичных яйцеклеток (интактных, оплодотворенных, развивающихся – до стадии выклева и личиночно-малькового возраста), усиков, жировых плавников, сухо-воздушных препаратов (мазков) крови, спермы, а также музейных экспонатов, включая экстирпаты минимальных объемов ткани фиксированных в формалине экспонатов, палеонтологический материал и т.д.

2. Взятие проб.

2.1. Получение проб всех видов перечисленных выше тканей (п.п. 1.3.) всегда должно быть строго индивидуализировано. Не допускается смешение проб от разных особей в одной пробирке. 

2.2. Если от одной особи получено несколько разных видов ткани (например, кровь и сперма, фрагменты плавников и мышцы), то каждый вид ткани должен помещаться в отдельную пробирку. 

2.3. При взятии проб эктодермальных тканей (фрагменты плавников, кожа, усики) соответствующий участок тела должен быть очищен от слизи и прочих внешних загрязнений марлевым тампоном, обильно смоченным спиртом (70% раствор).

2.4. Все инструменты, используемые при взятии материала (скальпели, ножницы, пинцеты), при переходе от особи к особи должны тщательно очищаться механически (чистой марлевой салфеткой), промываться детергентом, чистой (дистиллированной) водой, и обеззараживаться спиртом. Не допускается использование инструментов, загрязненных остатками тканей от предыдущего взятия проб. 

2.5. Для получения образцов крови применяют только одноразовые шприцы и иглы, предварительно обработанные раствором 5% цитрата натрия. 

2.6. Использование для получения проб больных особей, с признаками истощения или снулых не допускается. 

2.7. Получение проб от забитых особей допустимо в пределах 10 – 60 минут (в зависимости от окружающей температуры) после смерти, если используются мышечные ткани, печень, кровь. Яйцеклетки (икра) и сперма могут использоваться для фиксации в течение 1-5 часов после смерти особи.

2.8. В тех случаях, когда одна проба тканей помещается в несколько пробирок, кодировка должна состоять из трех цифр: первая – номер исследуемой особи, вторая – условный код ткани, третья порядковый номер пробирки (порции), в которой зафиксирован фрагмент данной ткани. Например, 15.1.2 (пятнадцатая проба, жабры, вторая порция). 

2.9. Для кодирования наиболее часто используемых видов тканей предлагается использовать систему, принятую в Российской Национальной Коллекции эталонных генетических материалов (ДНК) осетровых рыб:

1 
Жабры - отдельные жаберные дуги, соскобы жаберных тычинок 

2 
Икра - неоплодотворенные овулировавшие или пробойные икринки. 

3 
Ястык - женские гонады на различных стадиях созревания ооцитов до естественной или гормон-индуцированной овуляции

4 
Сперма - текучая семенная жидкость, содержащая зрелые сперматозоиды

5 
Молоки - мужские гонады на различных стадиях сперматогенеза до периода созревания 

6 
Плавники - любые, включая хвостовой и жировой. Их фрагменты

7 
Мышцы - любые (красные, белые) скелетные мышцы, мышечная ткань висцерального черепа

8 
Кровь - периферическая (из хвостовой вены), при забое возможно взятие из сердца, аорты

9 
Печень - фрагменты (у маломерных особей целиком с обязательным исключением желчного пузыря)

10 
Почки – проксимальные отделы

11 
Селезенка - целиком или частично (крупные особи) 

12 
Мозг - все содержимое нейрокраниума за исключением спинного мозга

13 
Тотальный препарат - эмбрионы, постэмбрионы, личинки, ранняя молодь, зафиксированные целиком


14 
Другое – сердце, глаза, усики, хрящевые, костные ткани, спилы и т.д.

3. Консервация (фиксация) проб. 

3.1. Для предотвращения деградации ДНК, полученные пробы должны быть помещены в фиксирующий раствор. Как правило, это – 94-96% этанол (спирт этиловый ректификованный, высшей очистки). 

3.2. Мышцы, фрагменты плавников, печени, ястыков и семенников перед этанольной фиксацией ножницами, скальпелем или полулезвием безопасной бритвы измельчают до кусочков, размеры которых соответствуют приблизительно 0,5 – 1,0 см3 .

3.3. Первичная фиксация осуществляется при соотношении спирт/образец 10/1. Вторичная (в среднем через трое суток) в соотношении 5/1. 

3.4. В отсутствие этанола, пробы можно предварительно заморозить при температуре –20оС, но не дольше, чем на 10 суток, после чего пробы должны быть либо размещены на низкотемпературное хранение (ниже – 30оС), либо помещены в этанол без размораживания. 

NB! Даже кратковременное оттаивание замороженных образцов приводит их в непригодное для дальнейшего использования состояние

3.5. Фиксацию/замораживание проб во всех случаях проводят не позже, чем через 10 минут после их получения. 

4. Хранение образцов. 

4.1. Образцы, зафиксированные и перезалитые этанолом, могут храниться при комнатной температуре в течение 30 суток. Для более продолжительного хранения их следует поместить в свежий спиртовой раствор (не ниже 92%) в соотношении спирт/образец 4/1. 

4.2. После замораживания все образцы должны сохраняться в холодильнике при отрицательных (не выше -30оС) температурах без размораживания. Но не дольше 60 суток. Для более продолжительного хранения пригодны кельвинаторы, поддерживающие температуру ниже -50оС, а также жидкоазотные сосуды Дюара.

5. Маркировка.

5.1 Все, зафиксированные тем или иным способом, образцы подвергаются сквозной маркировке, т.е. получают порядковые номера (см также п.п. 2.8-2.9), которые должны быть нанесены несмываемым водой и спиртом маркером (например, «Edding 8750») на пробирку. В отсутствие подходящего маркера порядковый номер наносится мягким простым карандашом на этикетку, наклеиваемую скотчем на пробирку. Точно такая же этикетка вкладывается внутрь пробирки.

 5.2. NB! Утрата порядкового номера или его неоднозначная интерпретация равносильна утрате образца.
5.3. Возможны, кроме того, любые другие способы маркировки пробы (помещение в отдельные полиэтиленовые пакеты, термогравировка на поверхности пробирки и т.д.), обеспечивающие надежное сохранение порядкового номера.

5.4. Сквозная нумерация проб относится только к конкретной партии. Протокол должен быть авторизован (подписан Коллекционером, непосредственно осуществлявшим сбор проб).

5.5. Коллекционер собираемой конкретным коллекционером в конкретной географической зоне, в определенное время. Для предотвращения дублирования номеров, каждая партия образцов должна упаковываться отдельно.

6. Протокол сбора проб.

6.1. Параллельно сбору проб ведется протокол (см. образец). С учетом возможного использования данных молекулярно-генетического анализа для интерпретации данных другого уровня наблюдений, он может быть дополнен иными параметрами, без, разумеется, ущерба для основных.

6.2. Протокол составляется в двух экземплярах (копиях, ксерокопиях), один из которых прилагается к сопроводительному листу (описание вложения для транспортировки конкретной партии проб), второй - сохраняется у Коллекционера. Коллекционер обязуется предоставлять только достоверную информацию, в особенности, касающуюся первичного определения видовой (породной) принадлежности особи, от которой получена проба. В случае сомнений относительно типичности фенотипа, соответствующая запись должна быть ОБЯЗАТЕЛЬНО произведена в протоколе.
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