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МИНИСТЕРСТВО НА ЗЕМЕДЕЛИЕТО, ХРАНИТЕ И ГОРИТЕ 

ЦЕНТЪР ЗА ОЦЕНКА НА РИСКА  

ПО ХРАНИТЕЛНАТА ВЕРИГА 

 

 

 

 

ДНК баркодинга като най- новият метод за 

таксономично определяне на компетентни 

вектори 

 
 

Едно от забележителните постижения на съвременната биология и молекулярните 

методи за диагностика е разработването на точни и надеждни технологии за бърз 

скрининг на вариациите на ДНК последователността. Молекулярната идентификация и 

ДНК баркодирането е сравнително нов таксономичен метод, който може да се използва 

за идентифициране на даден вид, включително и неизвестен. Могат да бъдат 

диференцирани близкородствени видове или неизвестни такива. ДНК баркодирането е 

стандартизиран подход за идентифициране на растения и животни чрез минимални 

последователности на ДНК, наречени ДНК баркодове. Методите, основаващи се на ДНК 

идентификация на видовете, могат да се прилагат на всички етапи от живота, 

включително при стари или повредени проби, както и при обработени проби (Sperling et 

al., 1994; Wells and Stevens 2008). Има много опити да се използват молекулярни 

таксономични техники за идентификация на насекоми с добри резултати, публикувани 

от Xiang и Kochar, 1991; Kambhampati, 1995; Tang et al., 1996. 

Секвенирането на ДНК е далеч по-информативна и полезна техника в сравнение с други 

молекулярни методи (за идентификация и за изучаване на междуспецифични и 

интраспецифични вариации). Този метод е много полезен при идентифициране и 

класифициране на най-голямата и недобре проучена група - насекомите. Това ново 

направление в молекулярната диагностика би могло да бъде внедрено в много 

направления – например при граничния контрол на храните, при инспекция качеството 

и състава на храните и идентифициране на търговски продукти (билкови добавки, дърво, 

кожи и хранителни продукти от животински или растителен вид).  ДНК баркодинга 

може да бъде приложен за детекция на добавки и заместители в състава на храните и 

откриване на търговски и производствени измами. Друго приложение на ДНК 

баркодинга е например изследване на хранителните навици на даден вид животно въз 

основа на съдържанието на стомаха или изпражненията, или изследване на популациите 

от даден вид, гъстотата, сезонната динамика и териториалното им разпределение.  
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1 квадратче = 10 000 вида 
 

Фиг. 1: Голямото предизвикателство: около 10 млн вида съществуват, а едва 2 млн от тях са 

таксономично идентифицирани и описани 
 

Създател на ДНК баркодинга е Paul D.N. Hebert и колектив от Университета в Гелф, 

Онтарио, Канада. Хеберт и неговите колеги демонстрират ползата от гена, кодиращ 

цитохром С оксидаза I (COI), използван за първи път от Folmer et al. през 1994 г. (в 

анализа са включени публикуваните от Хеберт ДНК праймери като инструмент за 

филогенетичен анализ на видово ниво). 

Като цяло ДНК баркодът е кратка последователност от гени, които са част от 

митохондриалната ДНК, която се използва за идентифициране на видове. Тази 

стандартизирана къса последователност на ДНК е от порядъка на 400–800 bp, които 

трябва да бъдат лесно генерирани и така да бъдат характеризирани всички видове на 

планетата. 

 
 

Фиг. 2: Специфични локуси от хлоропласт/ митохондриална ДНК, участващи в баркодинга 

 

ДНК баркодът за животинските видове най-често включва локуси, намиращи се в 

mtДНК и в общият случай е фрагмент от 658 базови двойки от гена, кодиращ 

цитохромоксидаза I (COI или COX1). 
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Фиг. 3: схематично представен баркод от 656 bp на гена, кодиращ цитохромоксидаза 1 
 

При растенията локусите, които най-често биват използвани при баркодиране са: MAT 

K, rbc L, trnH- psbA, ATP F-F, psb k1, rpo C1, rpo B, rpo C2, ndh j, trn L, jcf 5, acc D. 

 

 
 

Фиг. 4: Схематично представени локуси при растенията, които участват в баркодинга 

 

Не е съвпадение, че ДНК кодирането е разработено съвместно с изследванията, основани 

на геномиката. ДНК баркодирането и геномиката споделят една крайна цел, а именно 

мащабното събиране на генетични данни, което предлага нови отговори на въпроси, 

които досега са извън обхвата на традиционните дисциплини. Огромна онлайн база 

данни на баркодовете служи като стандарт, към който може да бъде причислена 

последователността на ДНК баркода на неидентифицирана проба. Подобно на 

геномиката, ДНК баркодирането ще позволи да се категоризират познатите видове и да 

се определя таксономичната принадлежност на видове, които все още предстои да бъдат 

открити в природата. Една от целите на ДНК баркодирането е да се използва 

информацията на един или няколко генни региона за таксономично определяне на 

компетентни вектори, преносители на различни заболявания при животни и хора.  
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„Глобалната система за биоидентифициране“, наречена така от Hebert et al., се управлява 

чрез базата данни Barcode of Life Data Systems (BOLD), която по данни от месец юни 

2017 г. съдържа почти 5 500 000 генерирани баркодове на над 265 000 вида животни, 

растения и гъби. Системата BOLD е уеб базирана работна среда и база данни, обхващаща 

генерирането, съхранението, анализа и публикуването на ДНК баркодове и може да 

служи като референтна библиотека за ДНК баркодове. BOLD е най-видимо 

използваният софтуер за баркодиране и е свободно достъпен за всеки изследовател с 

интереси в тази област.  

 
Фиг. 5: Последни данни от системата за броя генерирани баркодове към 01.2019г. 
 

Консорциумът, който отговаря за платформата BOLD (CBOL) стартира през май 2004 г. 

и сега включва повече от 120 организации от 45 държави. CBOL насърчава развитието 

на международните изследователски съюзи, натоварени с нелеката задача да изградят 

през следващите 20 години онлайн баркод библиотека за всички еукариоти. Баркод 

библиотеката на животинското царство ще бъде много по-голяма, около 100 милиона 

записи - почти два пъти повече от сегашния размер на GenBank (52 милиона записани 

последователности към 7 март 2006 г.). Платформата BOLD - www.barcodinglife.org - 

поддържа всички фази на аналитичния път от събирането на пробите до строго 

валидирана библиотека с генерирани баркодове. 

BOLD платформата е написана на Java, C ++ и PHP. Тя работи в Linux среда с всички 

данни, които се намират в релационна база данни PostgreSql (www.postgresql.org). BOLD 

платформата е на разположение на адрес: www.barcodinglife.org.  
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Процесът на ДНК баркодинг включва два основни етапа: 

 

1. Събиране на база данни от баркодове на таксономично познати видове, които да 

служат като референтни. 

2. Съпоставяне на референтните ДНК баркодове на видовете от базата данни с 

такива, които са неидентифицирани или са непознати видове животни, растения и 

други организми. 

 

 
 

Фиг. 6: Схематично представен процес по генериране на баркод 

 

Първият етап включва таксономична експертиза при избора на няколко индивида от 

вид, служещи като еталонни проби в базата данни с ДНК баркодове. Тези проби могат 

да бъдат взети както от хербарии и музейни експонати, така и от живи животни и 

растения на терен. След като референтната библиотека за ДНК баркодове е подготвена 

за изследваните организми, независимо дали е включена информация за географския 

регион, от който са събрани, таксономична група или целева група (например, лечебни 

растения, дървесни видове и т.н.), тогава ДНК баркодовете, генерирани за 

неидентифицираните изследвани проби се сравняват с референтните баркодове, като се 

използва алгоритъм на съвпадение. Повечето алгоритми включват сравняване на две 

ДНК последователности с цел измерване на разстоянието между секвенциите. В ДНК 

баркодирането, обикновено се използва алгоритъм за намиране на най-близката до 

неизвестната последователност в базата данни. BLAST (Basic local alignment search tool) 

е инструмент за търсене на съвпадение на нуклеотидни или пептидни 

последователности, който се предоставя от GenBank базата данни за търсене на 

съответствие между две секвенции, в случая два ДНК баркода. Два други често 
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използвани алгоритми са Kimura-2-Parameter Distance и Smith–Waterman Algorithm, 

подобни на BLAST.  

 

Стандартната оперативна процедура по генерирането на баркод включва няколко 

основни етапа: 

 

1. Събиране на проби; 

2. Подготвителен етап на пробата и процес на лизиране на пробата; 

3. ДНК екстракция; 

4. Мерене на количество екстрахирана ДНК посредством Nanodrop и разделяне на 

фрагментите посредством електрофореза; 

5. Полимеразно верижна реакция – амплификация на таргетния участък, кодиращ 

цитохромоксидаза I (COI или COX1);  

6. PCR за пречистване на продуктите; 

7. Секвентен анализ;  

8. Пречистване на продукта след секвентния анализ; 

9. Анализ на резултатите от секвенирането; 

10. Подравняване и сравняване на секвенциите посредством програми като BioEdit и 

BLAST в бази данни като BOLD; 

Относно събирането на пробите, то те могат да бъдат, цели организми, части от 

организми, тъкани, кръв, сперма, фекалии и др. Пробите могат да бъдат замразени (-

20°С/-80°С), поставени в сух лед или в течен азот, съхранявани в спирт или формалин, с 

цел да бъдат транспортирани до лаборатория или да бъдат съхранени за определен 

период от време. 

 

Екстракция на ДНК 

 

Извличането на ДНК може да се извърши по много и различни протоколи за екстракция 

и посредством различни търговски китове. Методите на екстракция могат да бъдат, 

както мануални, така и автоматизирани чрез роботи за екстракция. За екстракция на 

ДНК, методите на базата на мембрана от силикагел са доказали, че дават добър добив 

ДНК с високо качество. В сравнение с други технологии за екстракция, тези методи са 

лесни за работа, сравнително евтини и позволяват висока производителност (96-ямков 

формат).  

Въпреки че за ДНК баркодинга стъпката по екстракция на ДНК е стандартизирана и се 

прилага за широк кръг таксони, все пак при някои таксономични групи има нужда от 

предварителна обработка на пробите. Пробите за ДНК баркодирането могат да бъдат от 

всякакъв биологичен материал - тъканни проби от различни видове животни, цели 

инсекти, кръвни проби, фекални проби и други. Особено проблематична е екстракцията 

на ДНК при проби, съдържащи големи количества полизахариди, мукополизахариди, 

полифеноли, смоли и други метаболити.  

1 

2 

3 

4 
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Например при идентифициране на видовете птици при мониторинг на заболяването 

инфлуенца А се използват фекални проби, клоакални тампон проби или проби от пера 

като неинвазивен метод за получаване на генетичен материал, но изискват 

предварителна обработка преди пристъпване към екстракция.  

При растителните проби предексракционната подготовка включва замразяване с течен 

азот и нарязване на растителните части.  

При мониторинг на векторно предаваните заболявания таргетната цел при 

пробовземането е събиране на самите вектори, преносители на заболяването, а именно 

– комари, мухи, пясъчни мухи, табаниди и кърлежи. При този вид проби първоначалната 

обработка преди екстракцията на ДНК е много важна – необходимо е разделяне на 

насекомите в отделни епруветки и замразяване с течен азот и лизиране на хитиновата 

обвивка на насекомите. При инсектите качеството и количеството на екстрахираната 

ДНК е от съществено значение за последващите стъпки по генериране на баркод. 

Установено е, че инкубация на насекомите в 95% етанол или замразяването им в течен 

азот спомага по-бързото лизиране на клетките.  

Процесът по екстрахиране на ДНК най-общо включва няколко подетапа: лизиране на 

клетките/тъканите, пречистване на екстрахирания продукт и елуиране на ДНК. Готови 

китове като prepGEM® Insect на фирма ZyGEM или ChargeSwitch® Forensic DNA 

Purification Kit на фирма Thermo Fisher SCIENTIFIC, DNeasy Blood and Tissue Kit на 

фирма Qiagen са най- често препоръчвани в научните среди за процеса на изолиране на 

ДНК от инсекти.  

 

При спин колонковият метод на екстракция, предложен от Qiagen, екстракцията 

на ДНК отнема около 45 мин и включва следните стъпки: 

Предварително хомогенизирана 50 мг тъкан се прехвърля в 1,5 мл микроцентрофужна 

епруветка и към нея се добавя 180 μl буфер ATL. След това се добавят 20 μl протеиназа 

К и се вортексират, след което се инкубират при 56°С, с цел лизис на хомогената от 

насекомите, което изисква 1–3 ч. Времето на инкубацията варира според вида и 

състоянието на пробите от насекоми. След инкубацията към лизата се добавя буферен 

разтвор (200 μl буфер AL + 200 μl 96% - 100% етанол). След това всяка проба се 

прехвърля в DNeasy Mini spin колонка, която се поставя в 2 мл събирателна епруветка и 

пробите се центрофугират в продължение на 1 минута при скорост 8000 об/мин. След 

тази стъпка се изхвърля събирателната епруветка и спин колонката се прехвърля в нова 

събирателна епруветка и се добавят 500 μl миещ буфер AW1 и етапът на центрофугиране 

се повтаря. Следва второ „миене“ с 500 μl миещ буфер AW2 и центрофугиране със 

скорост от 14,000 об./ мин, за да се изсуши мембраната с ДНК на спин колонката. Спин 

колонката с ДНК се премества в нова епендорфка от 1,5 мл добавят се 200 μl буфер АЕ 

(елуиращ буфер) и пробите се центрофугират на 8000 об./мин, за да се елуира ДНК.  

Лабораторията „Animal Production and Health“ към IAEA в Зайбърсдорф, Виена 

има разработен и верифициран свой протокол за екстракция на ДНК от инсекти. 
Предложеният от IAEA протокол включва предварителна подготовка на няколко 

разтвора:  

 Екстракционен буфер: 0.1 M NaCl 

                            6.8% захароза 

                            0.1 M Tris-Cl pH 9.1 

                            0.05 M EDTA pH 8.0 
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                            0.5 % SDS 

 6M KAc pH 6.5 (8 M) буфер 

 Наситен разтвор фенол/ хлороформ (1:1) 

 Хлороформ/изоамилов алкохол (24:1) 

 70% етанол 

 

За по-лесно хомогенизиране на инсектите се препоръчва предварителна подготовка на 

пробите: замразяване на инсектите в течен азот или поставянето им в 96% етанол. 

Екстракционният буфер се загрява при 68°С. Епендорфките с инсектите се изваждат от 

течния азот и към тях се добавя половината от количеството екстракционен буфер. 

Следва стъпка на хомогенизиране на пробите. След това се добавя останалото 

количество буфер и пробите се инкубират при 68°С на водна баня за минимум час до 

максимум 24 часа (ON) с цел разграждане на хитиновата обвивка на насекомите и пълно 

лизиране на клетките. Добавя се разтвора на 6M КАс към лизираните проби, след което 

епендорфките с пробите се разклащат внимателно и се поставят върху лед за най-малко 

1 час до максимум 24 часа (ON). Следваща стъпка от екстракцията е центрофугиране за 

10 мин при максимална скорост 15 000 об./мин. Супернатантата се прехвърля в чиста 

епендорфка. Незадължителна последваща стъпка е: Добавяне на наситен разтвор 1:1 

фенол/хлороформ към супернатантата и центрофугиране, с цел разделяне на фазите. 

Това е етапа на пречистване на ДНК. Извършва се второ пречистване с 

хлороформ/изоамилов алкохол и супернатантата се прехвърля след последващо 

центрофугиране в нова стерилна епендорфка. Добавя се равен обем изопропанол или 2.5 

обемни единици етанол. ДНК пробите се оставят за около 15 минути (най-малко) при 

стайна температура да се изкубират и след това се центрофугират при 15,000 об./мин в 

продължение на 15 - 20 минути. Следва промиване на пелетата със 70% етанол и 

центрофугиране на максимална скорост. Предпоследна стъпка е отстраняване на 

етанола и сушене на пробите. Последната стъпка в този протокол на екстракция е 

добавяне на елуиращия буфер ТЕ 50 µl. 

Принципът на екстракция на ДНК при други таксономични групи животни е подобен на 

този при инсектите.  

 

Мерене на количество екстрахирана ДНК: 

 

След екстракцията се пристъпва към мерене на добив ДНК посредством 

спектрофотометър - най-често се използва NanoDrop, или посредством електрофореза 

за разделяне на фрагментите, които дават количествена оценка на добитата нуклеинова 

киселина. Бисбензимидазоловите багрила като PicoGreen® и QuantiFluor ™ dsDNA се 

използват при меренето на концентрация ДНК и се свързват селективно с 

двойноверижната ДНК. Концентрацията на ДНК от неизвестни проби се изчислява на 

базата на сравняване със стандартна крива, получена от проби с известна ДНК 

концентрация или буфер. Факторът на разреждане трябва да се вземе предвид при 

изчисляване на концентрацията на ДНК. Материалите, необходими за флуоресцентните 

методи са: флуоресцентно ДНК свързващо багрило, флуорометър и подходящи 

стандарти за ДНК. 

 

Агарозната гел електрофореза е друг метод за оценка на ДНК концентрацията. За да 

се използва този метод, са необходими хоризонтална вана за гел електрофореза, агароза, 

1Х ТАЕ буфер, молекулен маркер и багрило (етидиев бромид или SYBR® Green). По-
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малките ДНК фрагменти мигрират по-бързо и така изолираната ДНК се разделя по 

размер. Фрагментите могат да се заснемат чрез фотодокументираща система. 

 

 

 
 
Фиг. 7: Мерене на количество добив ДНК посредством NanoDrop и разделяне на фрагментите 

посредством електрофореза 

 

Полимеразно верижна реакция (PCR): 

 

Полимеразно верижната реакция (PCR) на локусите, кодиращи митохондриалната 

цитохром С оксидаза I (COI) за повечето групи животни е много сходна. Основната 

разлика е изборът на специфични праймери за отделните таксони. Затова преди 

намножаване на целевите фрагменти от ДНК е необходим предварителен дизайн на 

праймери, които да амплифицират точните фрагменти от генома, кодиращи 

митохондриалния цитохром С оксидаза I (COI) баркодиращ регион. При дизайна на 

праймерите трябва да се съблюдават няколко условия: 

1. Праймерите трябва да са с дължина между 20 и 30 bp. 

2. Съдържанието на G/C трябва да бъде приблизително 50%. 

3. Трябва да бъде избягвано повторение на моно- или динуклеотиди в праймерите. 

4. Праймерът трябва да завършва на G или C. 

5. Температурата на топене на двойките праймери трябва да бъде съобразена с цел 

избягване на неспецифично свързване. 

6. С цел най-прецизен дизайн на праймери за COI гена за определена таксономична 

група е необходимо да се сравнят колкото се може повече последователности от 

близки видове, като за целта би могло да се направи проучване в GenBank. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

7. Праймерите е хубаво да бъдат маркирани с опашки М13.  
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mailto:corhv.mail@mzh.government.bg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


 
 

 

гр. София, 1618, бул. ”Цар Борис III” № 136 

http://corhv.government.bg, corhv@mzh.government.bg       

тел. 02/4273056 

Ф-НК-7.6-5/0 

10 

 

 
 

  
Фиг. 8: Често използвани праймери за инсекти 

 

 

 
 

Фиг. 9: Често използвани праймери при безгръбначни 
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Фиг. 10: Често използвани праймери при риби 

 
 

Фиг. 11: Най-често използвани праймери при птици 
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Фиг. 12: Често използвани праймери при бозайници 
 

По данни от научна литература са проектирани нови праймери за амплификация на 

митохондриалния цитохром С оксидаза I (COI) ген за птици и бозайници в шест 

припокриващи се фрагмента на базата на сравняване на пълни ДНК баркодове на всички 

видове птици и бозайници, изтеглени от BOLD (www.boldystems.org). 
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Фиг. 13: Последователности от новосинтезирани праймери за ДНК баркодинг, разработени за 

повечето видове птици и бозайници 

 

След като праймерите са синтезирани следва полимеразно верижна реакция с цел 

намножаване на таргетните локуси. Най-общо тази стъпка при всички организми е 

еднаква и се състои от подготовка на PCR мастер микс с подходящи праймери според 

целевите видове и настройване на температурен режим. 

 

 
 

Фиг. 14: Стандартен състав на мастер микс за PCR 
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Фиг. 15: Схематично представяне на принципа на полимеразно верижната реакция и стъпките 

ѝ: денатурация, закачане на праймерите на специфичните разпознаваеми места и намножаване 

на копията от таргетния локус/фрагмент 

 
След като е налице PCR продукт, следва той да бъде пречистен от остатъци от dNTPs, 

остатъци от праймери и буфери, и е желателно тази стъпка да не бъде пропускана с цел 

по-добри резултати при секвенирането на фрагментите. Успешното PCR 

амплифициране трябва да се потвърди чрез електрофореза на 2,5–5 μl от ампликона чрез 

2% агар гел електрофореза с етидиев бромид и след това гела да се визуализира с 

фотодокументираща система. Успешно намножените ампликони ще изглеждат като 

единични ясно различими бандове. Слабо изразени бандове или смирове предполагат, 

че е необходима оптимизация на PCR процеса или праймерната концентрация. Има 

разработени готови китове за бърза електрофореза, като те могат да обезпечат 

обработването до около 20 000 проби на ден, тъй като гелът е излят в специални 96 

ямкови готови плаки с по 8 маркера, такава система е например тази на Invitrogen E-gel 

96.  
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Фиг. 16: Схема на системата Invitrogen E-gel 96 и фотодокументиран резултат 

 

Секвентен анализ: 

 

Класическият метод на Sanger или секвенирането изисква приготвяне на реакционен 

микс от PCR продукт, праймери, ДНК полимераза, радиоактивно или флуоресцентно 

белязани dNTP. Всеки от четирите dNTP е маркиран с различно флуоресцентно багрило, 

всяко флуоресциращо при различна дължина на вълната. Височината на пиковете 

съответства на увеличаването на броя на копираните фрагменти и увеличаването на 

силата на флуоресцентния сигнал.  

 

 Фиг. 17: Флуоресцентно белязани dNTP в 5‘ 

края им 

 

Най-често използваните багрила за белязане на dNTP са FAM, ROX, NED. Те имат 

различна флуоресценция. На фиг. 18 е показана дължината на вълната, при която 

багрилата поглъщат.  
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Има готови китове за фрагментен анализ, които дават добри резултати и са сравнително 

лесни и бързи за употреба. Такъв пример е BigDye 1 Sequence Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems).  

 

 

 

Фиг. 19: Основни компоненти на мастер микса за секвентен анализ 

 

Препоръчително е реакциите за фрагментния анализ винаги да се извършват върху лед. 

Стандартните стъпки при приготвяне на пробите за фрагментен анализ са следните: 

 Приготвя се мастер микс за капилярна електрофореза, като се смесват стандарт 

GeneScan ™ 500 LIZ® (Applied Biosystems) и дейонизиран формамид (FA) в 

микроцентрофужна епруветка. Необходимото количеството на реагентите се 

изчислява по следния начин: 

 Дейонизиран формамид (FA)= N x 10µl, където N е броя на пробите 

 Стандарт GeneScan 500 LIZ = N x 10µl, където N е броя на пробите 

 Работният обем на мастер микса е 10µl, като се използват специални плейтове за 

секвенатор.  

 Добавя се PCR продукт във всяка ямка с реакционна смес (мастер микс), след 

което плейтът се покрива със стерилна септа и се центрофугира за кратко. 

 Готовият плейт се поставя в PCR апарата и се стартира програмата за 

денатурация, при която плейтът се загрява на 95°С за 3 мин. 
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 След приключване на денатурацията плейтът с пробите се охлажда на 4°С и се 

поставя в секвенатора. 

 

 
 

Фиг. 20: Принцип на капилярната електрофореза, част от секвенирането 

 

Повечето генетични лаборатории са установили стандартна практика да изпращат 

екстрахирана ДНК или PCR продукти за секвентен анализ на специализирани компании, 

извършващи тези услуги. Сред най-големите компании, които провеждат геномно 

секвениране са: Agencourt Bioscience, SeqWright и Lark Technologies.  
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Анализ на суровите данни от секвенирането: 

 

 

    
 

Фиг. 21: Примери за сурови необработени данни от фрагментният анализ на СО 1 гена 

 

След фрагментния анализ данните трябва да бъдат обработени посредством софтуер 

GeneMapper, който е лицензиран и е „в комплект“ със секвенатора на Applied Biosystems 

или директно в платформата BOLD. Секвенциите трябва да бъдат подравнени 

посредством програма ClustalW или BioEdit. Подравнените секвенции се сравняват в 

базата данни на BOLD или тази на NCBI (US National Library of Medicine National 

Institutes of Health). 
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Фиг. 22: Обработка и подравняване на секвенции с BioEdit и експортиране на файловете във 

формат FASTA 

 

Платформата BOLD, използвана за сравняване на баркодовете включва четири по-малки 

бази данни за идентифициране на последователности от COI: 

1. База данни с всички записи на баркодове включва всеки записан в платформа 

BOLD баркод на COI с минимална дължина на последователността от 500bp 

(Предупреждение: Тази подбаза данни не включва записи за идентификация на 

видовете).  

2. База данни на ниво таксони включва всеки баркод на COI с идентификация на 

видово ниво и минимална дължина на последователността от 500bp. Тази подбаза данни 

включва много видове, представени само от единични екземпляри, както и всички 

видове с временна таксономия. 

3. Публичната база данни за баркодове включва всички публикувани COI записи от 

BOLD и GenBank с минимална дължина на последователността 500bp. Тази библиотека 

е сборна от записите на публикувани проекти в BOLD. 

4. Пълна ДНК баркод база данни включва библиотеката на ниво таксони, като тук 

минималната дължина на последователността е 640bp и съдържа както публични, така и 

частни записи. Тази библиотека е предназначена за идентифициране на къси 

последователности, тъй като осигурява максимално припокриване с кратки участъци от 

региона на баркода. 

  

http://corhv.government.bg/
mailto:corhv.mail@mzh.government.bg


 
 

 

гр. София, 1618, бул. ”Цар Борис III” № 136 

http://corhv.government.bg, corhv@mzh.government.bg       

тел. 02/4273056 

Ф-НК-7.6-5/0 

20 

 

Резултатите от проведения анализ и сравняване на секвенции в платформата BOLD 

изглежда по следният начин: Фиг. 23 а) и б) 

 

 
Фиг. 23 а) 
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Фиг. 23 б) 

 

За изготвяне на филогенетични дървета могат да бъдат използвани програми като 

BioEdit, Staden, PHYLIP, PAUP и MEGA 7.0. При построяване на филогенетичните 

дървета може да бъде използван метода Neighbor-Joining, модел Maximum Composite 

Likelihood, а за потвърждаване на топографията на клоновете на филогенетичните 

дървета може да се приложи Bootsrap метода (вероятност на достоверност). 
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Фиг. 24: Пример за таксономична категоризация на база ДНК баркодинг на видове комари 
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ОБОЩЕНИЕ И ИЗВОДИ: 

 

Баркодинга като иновативна технология може да бъде от огромна полза в много 

направления и при вземане на важни стратегически решения, и при изготвяне на 

мониторингови програми в областта на здравеопазването на животните, човека и 

растенията.  

 ДНК баркодирането подпомага контрола на селскостопанската продукция, 

категоризирането на вредителите по посевите, което само по себе си спестява 

милиарди долари в борбата с причинителите на заболявания по растенията, както и 

намалява поголовната употреба на инсектициди. Това от своя страна подкрепя 

световната инициатива за борба с глада и бедността. 

 Много важно приложение на баркодинга е таксономичното определяне на 

компетентни вектори – комари, мухи, пясъчни мухи, табаниди и кърлежи - 

причинители на много заболявания при животните и хората. Примери за векторно 

предавани заболявания по животните със сериозно икономическо значение са: 

заболяването син език по преживните животни, предавано чрез кръвосмучещи 

насекоми от род Culicoides; треска от долината Рифт, предавана от комари от 

родовете Culex и Aedes, засягаща не само животни, а и хора; заразен нодуларен 

дерматит по говеда, пренасян от мухите Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans, 

Tabanus spp., Phlebotomus spp. и комарите Culex spp., Anopheles spp., Aedes spp; 

марсилска треска (Средиземноморска петниста треска), лаймска борелиоза (лаймска 

болест), Ку-треска, Кримска-Конго хеморагична треска (ККХТ), хеморагична треска 

с бъбречен синдром (ХТБС), кърлежов енцефалит, туларемия, Западно-Нилска 

треска, малария, висцерална лайшманиоза.  

 ДНК баркодинга ще спомогне Глобалната инициатива за изграждане на референтна 

баркод база данни (BOLD), която може да помогне в направление здравеопазване на 

животните и човека и в контрола и превенцията на заболяванията, причинени от 

компетентните вектори. Баркодирането на причинителите на заболяванията, както и 

събирането на данни за тяхната популационна и сезонна динамика, териториалното 

разпространение, фенотипните им особености и тяхната гъстота в комбинация би 

спомогнало за вземане на важни стратегически решения в борбата със заболяванията 

по животни и хора, което от своя страна би довело до по-адекватни и своевременни 

мерки за намаляване на заболеваемостта и редуциране употребата на продукти за 

растителна защита, ветеринарномедицински продукти и лекарства в хуманната 

медицина. 

 Като цяло, баркодинга добавя основни познания към молекулярната еволюция на 

видовете растения и животни и може да бъде полезно за доусъвършенстване на 

молекулярните методи, използвани в програмите за контрол на популациите.  

 Използвайки ДНК баркодинга би могла да бъде следена нелегалната търговия с 

ценни защитени дървесни или животински видове. 
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 Друго важно направление, в което би могло да се включи баркодирането е за 

подобряване качеството на питейна вода и да се създадат по-добри стратегии по 

мониторинг и класификация на организмите, обитаващи водоизточниците.  

 ДНК кодирането се използва за създаване на база данни за лечебните видове 

растения, използвани в хуманната и ветеринарната медицина. 

 Методът ДНК баркодинг е сравнително бърз, хуманен спрямо животните и 

ефективен и би следвало да бъде интегриран във всички направления за оценка и 

охарактеризиране на риска (за информация: по литературни данни лабораторният 

процес по генериране на баркод струва между 2 и 5 долара в най-добре оборудваните 

лаборатории и процесът отнема няколко часа, а може да се направи в някои 

лаборатории само за 90 минути. Разходите постоянно биват оптимизирани и 

намалени и процесът на баркодиране става все по-бърз). 
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