Программа большого практикума по Геносистематике грибов (4 курс).

Автор – профессор, д.б.н. А.В. Шнырева

Занятие 1.

Подготовка материала для практикума. Посев мицелиальных культур для получения биомассы на чашки Петри. Приготовление рабочих и буферных растворов для выделения ДНК, постановки электрофореза и т.д.. Подготовка посуды и пластика. Стерилизация.
Занятие 2. 

Получение мицелиальной биомассы для выделения ДНК: отмывка мицелия от питательной среды и устранение избыточной влаги. Выделение и очистка ДНК из мицелия. Характеристика последовательных этапов выделения ДНК. Хранение полученных препаратов ДНК.
Занятие 3. 

Характеристика чистоты препаратов выделенной ДНК спектрофотометрически: анализ 

спектров поглощения препаратов при длине волн 230, 260, 280 и 320 нм. Количественное определение содержания ДНК в препаратах методами спектрофотометрии и аналитического электрофореза в агарозном геле. Расчет содержания и концентрации ДНК в полученных препаратах. Маркеры длин фрагментов ДНК (1-kb ladder, 100-bp ladder и др): принципы подбора и характеристики.
Занятие 4. 

Постановка ПЦР. Объяснение принципов постановки ПЦР, основных этапов и расчета необходимых рабочих концентраций компонентов реакционной смеси. Принципы подбора праймеров. Температура отжига праймеров – критический момент любой ПЦР. Расчет температуры отжига праймеров по формулам. Амплификация ДНК с геноспецифическими праймерами (последовательности кластера рибосомальных генов  - ITS, 18S рДНК и 25S рДНК). Объяснение принципов постановки ПЦР с двумя и одним праймером. 

Занятие 5. 

Очистка ПЦР-продуктов: элюция ДНК из агарозы и очистка на магнитных  частицах. Хранение очищенных ПЦР-продуктов. Объяснение основных принципов секвенирования.

Занятие 6. 

Аналитический электрофорез очищенных на магнитных частицах ПЦР-продуктов (в 1%-агарозном геле): расчет количества ДНК, необходимого для секвенирования. Нанесение на гель исходных очищенных ПЦР-продуктов и их 10-кратных разведений с целью более точного количественного определения ДНК. Расчет количества ДНК в мкл, эквивалентного 40 нанограммам ДНК. Расчет количества праймера для секвенирования, эквивалентного 5 пикомолям. Подготовка образцов (смеси ДНК с праймером) для секвенирования.
Занятие 7.  Коллоквиум.
Вопросы:

1. Назовите методы разделения нуклеиновых кислот. Какие гели можно использовать для разделения нуклеиновых кислот?

2. Что такое препаративный и аналитический электрофорез, и для решения каких задач они используются?  

3. Назовите и охарактеризуйте основные этапы выделения ДНК из мицелия.

4. Как можно определить концентрацию и качество выделенной ДНК в препаратах?

5. Охарактеризуйте основной принцип полимеразной цепной реакции и стадии ПЦР.

6. Какие параметры ПЦР являются наиболее критическими для получения хороших результатов амплификации?

7. Что такое праймеры и как они подбираются?

8. Что такое температура отжига праймеров, и как она рассчитывается? 
9. Охарактеризуйте принцип секвенирования нуклеиновых кислот. Какие условия являются критическими при проведении секвенирования.

10. Как подбираются праймеры для секвенирования?
Занятие 8. 
Генотипирование штаммов грибов. Постановка ПЦР с минисателлитными праймерами.

Основное отличие постановки этих ПЦР от амплификации генных последовательностей. Основные принципы генотипирования, полиморфизм ДНК-фрагментов.
Занятие 9.

Электрофорез в агарозном геле ПЦР-продуктов, амплифицированных с минисателлитными праймерами. Фотографирование гелей и анализ полученных паттернов амплифицированных фрагментов ДНК. 
Занятие 10.
Составление матриц бинарных состояний признаков: принципы составления матриц и анализ. Составление бинарных матриц по результатам амплификации с минисателлитными праймерами. Анализ сходства между штаммами (видами) грибов на основе бинарных матриц: принципы кластерного анализа. Работа с программой TreeCon, Arlequin. Два подхода в построении дендрограмм (деревьев). Построение дендрограмм по данным секвенирования ДНК и на основе матриц состояния бинарных признаков. Бут-стреп анализ.
Занятие 11.

Анализ результатов секвенирования ДНК и обработка хроматограмм с помощью различных программ (BioEdit, ChromasPro). Сравнение результатов секвенирования с Генным банком и видовая  идентификация грибов (программа BLAST on-line). 
Анализ последовательностей ДНК: выравнивание отсеквенированных последовательностей, процедура sequence alignment (множественных сравнений последовательностей по позициям нуклеотидов), оценка эволюционной значимости нуклеотидных замен и пробелов посредством штрафных баллов. Различные варианты построения деревьев (программы CLC, MEGA).

Занятие 12. 
Коллоквиум и зачет.

Вопросы:

1. Что такое генотипирование штаммов (видов) грибов и как его осуществляют?
2. Что такое минисателлитная ДНК?

3. Охарактеризуйте принципы кластерного анализа и построения дендрограмм сходства/различия.

4. Какие основные группы методов филогенетического анализа существуют?

5. Анализ каких первичных данных используют в дистанционно-матричных методах поиска родства между видами (родами и т.д.).
6. Что такое принцип нумерической таксономии и в каких методах построения деревьев  (дендрограмм) он используется?

7. Что подразумевают под термином «дискретный признак»?

8. Какие методы построения деревьев основаны на анализе дискретных признаков?

9. Что подразумевают под термином «бинарный признак», и как создаются матрицы бинарных состояний признаков.

10. Что такое кластерный анализ и основные принципы кластерного анализа. 

11. Какие методы секвенирования ДНК существуют?

12. Что такое процедура выравнивания и sequence alignment, и как она осуществляется?

13. В чем главное отличие дендрограмм (филограмм), построенных на основе дистанционных методов и методов анализа дискретных признаков?

14. Как можно осуществить видовую идентификацию грибов, диагностика которых по морфологическим признакам затруднена?

15. Что подразумевают под термином «топология» дерева? Какие варианты построения деревьев существуют?

16. Какие методы существуют для оценки достоверности построенных деревьев?

17. Какие эволюционные параметры могут быть отражены в топологиях построенных деревьев?

18. Что подразумевают под термином «молекулярные гомологии»?  Что такое  плезиоморфные, апоморфные и синапоморфные молекулярные признаки? 

19. Охарактеризуйте основные этапы анализа родства между организмами от выделения ДНК  до построения дендрограмм сходства.

20. Какие методы молекулярной биологии используются поэтапно при идентификации видов по молекулярным признакам?
