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DNA PURIFICATION OF KAZAKHSTANI RAINBOW TROUT  
 

Abstract. Previously, we examined the state of Kazakhstan's population of rainbow trout in 6 ponds in Almaty 
region, by the following criteria: presence, abundance, biometry and other parameters of fish habitat. The aim of this 
research is DNA purification from trapped samples of Kazakhstani rainbow trout. In order to achieve this aim the 
following tasks have been resolved: selection of population samples for genetic analysis; adoption of common 
methods of genetic analysis; DNA purification from fins. For the first time ever in Kazakhstan we used the method 
of fish sampling for genetic analysis based on ecological principle “caught - let it go”. Population tests generation 
was composed from 10 rogues from 3 rivers Tekes, Ornek and Ulken-Kakpak, where trout was found. During 
selection of various methods for DNA purification, originally we applied ready-made commercial KITs. The results 
showed that purified DNA products had low concentration and purity, the presence of protein-based foreign bodies, 
etc. Then we employed for trout fins adapted method of phenol-chloroform extraction, which allowed allocating 
concentrated, pure and high-quality original DNA. Via this method 30 DNA products were obtained, 13 of which 
samples of trout found in rivers Ornek and Ulken-Kakpak, had an extreme concentration and purity. They were 
called “DNA of rainbow trout”. 

Keywords: rainbow trout, tests generation, DNA purification. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ ДНК КАЗАХСТАНСКОЙ РАДУЖНОЙ ФОРЕЛИ 
 

Аннотация. Ранее нами были исследованы 6 водоемов Алматинской области, в которых изучалось со-
стояние казахстанской популяции радужной форели: наличие, численность, биометрия и другие параметры 
обитания рыб. Цель данной исследовательской работы – выделение ДНК из отловленных образцов казах-
станской радужной форели. Для осуществления поставленной цели были решены следующие задачи: отбор 
популяционных выборок для генетического анализа; освоение общих методов генетического анализа; выде-
ление ДНК из плавников. Впервые в Казахстане использована методика отбора проб рыб для генетического 
анализа по экологическому принципу «поймал – отпусти». Популяционная генерация проб составила по           
10 экз. из 3 рек Текес, Орнек и Улкен-Какпак, в которых обнаружена форель. При подборе различных мето-
дик выделения ДНК, изначально использовали готовые коммерческие наборы. Результаты показали, что вы-
деляемые ДНК-продукты имели низкие концентрации и чистоту, присутствие примесей белкового характера 
и т.д. Затем нами был использован для плавничков радужной форели адаптированный метод фенол-хлоро-
формной экстракции, который позволил выделить концентрированную, чистую и качественную исходную 
ДНК. С помощью этого метода были получены 30 ДНК-продуктов, из которых 13 образцов форели, обитаю-
щих в реках Орнек и Улкен-Какпак, имели предельную концентрацию и чистоту. Они получили название 
«ДНК радужной форели». 

Ключевые слова: радужная форель, генерация проб, выделение ДНК. 
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Введение. История акклиматизации рыб в водоемы Казахстана началась еще в дореволю-
ционный период. Интродукция молоди радужной форели (камчатской микижи Parasalmo (O.) 
mykiss Walbaum, 1792) произведена в 1929-1935, 1964-1966 и 1970-х гг. несколькими партиями из 
питомников Камчатки Российской Федерации [1]. 

Условия вселения и акклиматизации камчатской микижи в Казахстане были разными. Подра-
щивание молоди микижи проводилось в бассейнах форелевого хозяйства по технологии выращи-
вания радужной форели [2].  

Присутствие, хороший рост и развитие популяции камчатской радужной форели в верхних 
горных зонах р. Шелек отмечал исследователь Ю.А. Бирюков [3]. В последующие годы использо-
валась для интродукции икра из других хозяйств, но интродукция осуществлялась не в природные 
водоемы, а Тургенское форелевое хозяйство – для выращивания молоди из икры. Более поздних 
исследований по состоянию популяции радужной форели в реках и озерах Казахстана не прово-
дилось.  

В 2015 г. нами были исследованы 6 водоемов Алматинской области, в которых изучалось 
состояние казахстанской популяции радужной форели: наличие, численность, биометрия и другие 
параметры обитания рыб [4, 5]. Цель настоящих исследований: через отбор популяционных вы-
борок для генетического анализа и освоение методов генетического анализа выделить ДНК из 
плавников отловленных экземпляров радужной форели по принципу «поймал-отпусти». Данная 
исследовательская работа выполнялась по грантовому финансированию научных исследований 
МОН РК по подприоритету «Проблемы экологии и рационального природопользования». 

Объекты и методы исследования. Использована методика по отбору популяционных 
выборок для генетического анализа [6], которая основана на экологическом принципе «поймал – 
отпусти». Рыбы ловились на удочку, у них срезалась лишь часть брюшного плавника, который 
фиксировался в 96% этиловом спирте и служил материалом для дальнейшего генетического 
исследования. Потом рыбы отпускались в водоем.  

Выделение ДНК из 3 объектов: кровь человека, плавнички морского окуня Sebastes Cuvier, 
1829, радужной форели Oncorhynchus mykiss Walbaum 1972 и казахстанской радужной форели 
Parasalmo (O.) mykiss Walbaum 1972 проводили согласно протоколу производителя Genomic DNA 
Purification Kit с использованием соответствующих наборов реактивов. Данные электрофореза 
интерпретировали при помощи флуоресцентного трансиллюминатора BioPad. Определение 
степени концентрации ДНК и ее чистоты проводили с помощью специального устройства нано-
дропа BiophotometerPlus. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Отбор популяционных выборок для генетического анализа. Отлов радужной форели произво-

дился в горных реках вблизи пос. Нарынкол Райымбекского района Алматинской области крючко-
вой снастью. В результате экспедиционных работ нами отобраны из р. Текес, Орнек и Улкен-Как-
пак 30 экз. радужной форели, плавнички которых были зафиксированы в 96% этаноле. Следова-
тельно, популяционная выборка для генетического анализа составила по 10 образцов из 3 рек, из 
которых мы выделяли ДНК. 

 Выделение ДНК из крови человека проводили согласно протоколу производителя Genomic 
DNA Purification Kit. Оказалось, что данный метод является основой для выделения ДНК из любой 
ткани и его можно будет применить для выделения ДНК из плавничков рыб. 

Далее мы корректировали условия выделения ДНК из плавников морского окуня. Вносили 
следующие изменения: а) использовали 10 г биопсированной ткани плавника, оставленной в 96% 
этаноле в холодильнике на 1 сут.; б) гомогенизация, как обычно с 200 мкл ТЕ-буфера; в) выделение 
ДНК из плавника производилось тем же коммерческим набором Genomic DNA Purification Kit с 
добавлением 80 мкл Precetipation Solution и 720 мкл dH2O. Далее проверили выделенную ДНК 
методом визуализации выделенной ДНК, а также определили ее концентрацию и чистоту. При 
измерении были получены следующие результаты: концентрация ДНК оказалась высокой и равной 
184,9 ng/µl. Качество или чистота препарата ДНК оказалась низкой: 0,98260/280 нм, что свидетель-
ствовало о наличии различных примесей, которые помешали качественному выходу ДНК. 
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Использованная методика потребовала повторной корректировки: образец плавничка морского 
окуня фиксировали в 96% этаноле и выдерживали в холодильнике 3-4 сут. при температуре -40С 
(а); образец плавничка фиксировали дополнительно в PBS растворе (б). Последующие этапы выде-
ления ДНК проводили согласно протоколу производителя, описанному выше. Результаты по кон-
центрации и чистоте ДНК были следующие: образец, очищенный только в 96% этаноле при -40С, 
показал концентрацию ДНК 55,7 ng/µl, чистоту – 1,96260/280 нм, т.е. осадок ДНК оказался чистым, 
без примесей. Образец, погруженный для очищения от примесей в PBS раствор, показал концен-
трацию ДНК 15,1ng/µl, чистота ДНК – 0,91260/280 нм, т.е. образец имел низкую концентрацию ДНК, 
но ее чистота соответствовала допустимым нормам.  

Далее исходные ДНК мы разделили электрофоретически и визуализировали данные на флуо-
ресцентном трансиллюминаторе. Были получены концентрированные фрагменты с небольшим 
белковым шлейфом: при среднем уровне чистоты ДНК-продукта, что позволяет продолжить моле-
кулярно-генетические исследования, например, провести ПЦР-анализ. Таким образом, можно не 
использовать специальный PBS раствор в начальном этапе выделения ДНК, а держать в 96% 
этаноле бóльшее количество дней при температуре -40С. 

Выделение ДНК из крови человека и ткани плавничка морского окуня помогли нам освоить 
основные методы и принципы молекулярно-генетического анализа. Следующей нашей задачей 
явилось выделение общей ДНК из ткани радужной форели Oncorhynchus mykiss, которая генети-
чески близка нашему объекту исследования Parasalmo (O.) mykiss (микижа). Основная часть экспе-
римента была проведена согласно методике выделения ДНК из ткани [7] с гомогенизацией плав-
ничков жидким азотом и фиксацией 2 способами: в 96% этаноле при -40С и в PBS растворе. Этапы 
выделения ДНК были идентичны вышеописанным. Для проверки чистоты и количества выде-
ленной ДНК из Oncorhynchus mykiss W. провели электрофорез, и полученные данные интерпре-
тировали на флуоресцентном трансиллюминаторе (рисунок 1). 

 

 
 

Рисунок 1 – Электрофорез ДНК радужной форели Oncorhynchus mykiss 
 

Выделение ДНК двумя способами прошло успешно. Оба образца имели высокий показатель 
концентрации и чистоты, а также четкие и правильные фрагменты разделения. Следовательно, мы 
имеем проверенную методику выделения ДНК, которую следует использовать для получения ДНК 
из плавничков казахстанской радужной форели, которую отловили на 3 реках Алматинской 
области. 

Выделение ДНК из плавничков казахстанской радужной форели произвели коммерческим 
набором Genomic DNA Purification Kit по методике М.Н. Мельниковой с соавторами [8]. Выделен-
ные ДНК визуализировали с помощью электрофореза и проверили их чистоту и концентрацию на 
флуоресцентном трансиллюминаторе. Оказалось, что из 30 выделенных ДНК при электрофоре-
тическом разделении четкие и качественные фрагменты имели только 9 образцов (рисунок 2). 

ДНК в 96% 
этаноле 

ДНК в PBS 
растворе 
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Рисунок 2 – Электрофорез ДНК из плавничков казахстанской радужной форели 
 

Следовательно, необходимость повторения выделения ДНК из плавничков радужной форели 
очевидна. 

Для корректировки методики решили использовать РНК-зу (или эндорибонуклеазу, свобод-
ную от ДНК) для очищения исходной ДНК от РНК и других примесей, для чего добавили 200 мкл 
ТЕ-буфера и 4 мкл РНК-зы («Thermo Scientific»). Выделение ДНК далее провели по протоколу. 
Полученные ДНК-продукты поместили в холодильную камеру на 1-2 сут. для полного раство-
рения. Визуализация на флуоресцентном трансиллюминаторе показала непонятные, мутные фраг-
менты ДНК и шлейф РНК. ДНК смогли выделить только из 16 образцов ткани плавничков форели, 
имевшие явные фрагменты ДНК, но низкие по качеству (рисунок 3). 

 

 
 

Рисунок 3 – Электрофоретическое разделение ДНК радужной форели 
 

Следовательно, использование РНК-полимеразы не улучшило чистоту и концентрацию вы-
хода ДНК, также она плохо взаимодействовала с компонентами использованного набора для 
выделения ДНК. 

Далее для выделения ДНК высокой концентрации и максимальной чистоты мы использовали 
метод фенол-хлороформной экстракции [9, 10]. Полученную методом фенол-хлороформной экс-
тракции смесь ДНК мы визуализировали на горизонтальном 1,4% агарозном геле (рисунок 4). 
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Рисунок 4 – Электрофоретическое разделение ДНК радужной форели, выделенной фенол-хлороформным методом 
 

 Из 10 образцов ДНК, выделенных из плавничков выловленной из р. Текес радужной форели, 
№ 8, 9 и 10 имели хорошо видимые фрагменты, остальные № 1-7 – слабовыраженные, но их также 
можно использовать для молекулярно-генетических исследований. № 12-16 и № 18-20 образцов 
плавничков, взятых на р. Орнек, дали яркие фрагменты ДНК, что свидетельствовало о высокой ее 
концентрации. Все 10 ДНК из образцов плавничков радужной форели, выловленной в р. Улкен-
Какпак, имели четкие и качественные фрагменты, доказывающие высокую концентрацию и чис-
тоту выделенных ДНК. После этого мы отобрали 13 самых высококачественных фрагментов и 
измерили их концентрацию на нанодропе (таблица 1).  

 
Таблица 1 – Измерение концентрации и чистоты выделенных ДНК радужной форели 

 

Образцы Концентрация ДНК, ng/µl Чистота ДНК, λ260-280 

№ 8 115,4 1,8 

№ 14 186,6 1,5 

№ 16 53,0 1,0 

№ 18 880,3 1,9 

№ 19 508,2 1,7 

№ 21 181,1 1,6 

№ 22 69,8 1,0 

№ 23 510,0 1,9 

№ 24 483,0 1,7 

№ 25 654,0 1,7 

№ 27 841,4 1,7 

№ 28 1119,7 1,8 

№ 30 456,2 1,6 

 
Все 13 фрагментов ДНК имели предельную чистоту и высокую концентрацию: 1 фрагмент 

ДНК приходился на экземпляр радужной форели, выловленной в р. Текес, 4 – из р. Орнек и 8 – из 
р. Улкен-Какпак, также самая высокая концентрация ДНК зафиксирована в образце № 28, который 
относится к контрольным выборкам радужной форели именно из этой реки.  

Таким образом, выделенные ДНК-продукты с высокими показателями концентрации и чис-
тоты отмечены в образцах плавничков форели из р. Орнек и Улкен-Какпак, что свидетельствует о 
хорошем экологическом состоянии воды этих рек и оптимальных условиях обитания в них 
радужной форели [11].  
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В заключении можно сказать, что поставленные цель и задачи выполнены. Освоен метод 
отбора популяционных выборок, основанный на экологическом принципе «поймал – отпусти». 
Полученные результаты могут быть полезны для контроля любой популяции рыб с помощью 
биологического мониторинга или биоанализа, для отбора популяционных выборок, основанного на 
экологическом принципе «поймал – отпусти».  

Также впервые для Казахстана было произведено выделение ДНК из собранных плавников 
экземпляров популяции казахстанской радужной форели молекулярно-генетическими методами. 
Выделенная ДНК радужной форели будет использована для дальнейших исследований по опреде-
лению таксона казахстанской радужной форели. Подбирая различные методики к нашим исследо-
ваниям, мы изначально использовали готовые коммерческие наборы, приготовленные специально 
для выделения ДНК из животной ткани. Результаты показали, что выделяемые ДНК-продукты 
имели дефекты: низкие концентрации и чистоту, присутствие примесей белкового характера и т.д. 
Впервые использованный нами для плавничков радужной форели адаптированный метод фенол-
хлороформной экстракции позволил выделить концентрированную, чистую и качественную исход-
ную ДНК. С помощью этого метода были получены 30 ДНК-продуктов, из которых 13 имели пре-
дельную концентрацию и чистоту. Они получили название «ДНК радужной форели» и сейчас хра-
нятся при температурах от -200С до -700С. 
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ҚАЗАҚСТАНДЫҚ ТҮСТІ АЛАБАЛЫҚТЫҢ ДНҚ ӨНДІРУІ 
 

Аннотация. Алдыңғы зерттеу жұмысында біз Алматы қаласының 6 суқоймасын зерттедік. Су қоймала-
рындағы құбылмалы бахтақтың популяциясы: саны, биометриясы жəне балықтың таралу аймағы қарас-
тырылды. Ғылыми-жұмысының мақсаты – түсті алабалықтың ДНҚ өндіру. Мақсатқа жету үшін бірқатар 
міндеттер орындалды: түсті алабалығы тіршілік ететін Қазақстан су қоймаларын таңдау; генетикалық сарап-
тама үшін популяцияны таңдап алу; жалпы генетикалық сараптама əдістерін меңгеру; қанаттарынан ДНҚ 
бөліп алу. Қазақстанда алғаш рет экологиялық принциптерге, яғни «ұстадын-жібер» негізделген генетикалық 
талдау үшін, балық денесі бөліктерін пайдаланылған. Популяция ұрпағын бақылау үшін əр өзеннен 10 ба-
лықтан алынды, ауланған 3 өзендер Текес, Өрнек жəне Үлкен-Қақпақ болды. Сонымен қатар, алғаш рет 
алабалықт популяциясының қанаттарынан молекулярлық-генетикалық əдіс бойынша ДНҚ бөлініп алынды. 
ДНҚ бөліп алу мақсатындағы қолданылатын əдістерді сараптау барысында алдымен коммерциялық жиын-
тық қолданылды. Алынған нəтижелер бойынша, өндірілген ДНҚ өнімдерінің тазалық концентрациясы төмен 
болып, ақуыздық тағамдардың қалдықтары, т.б. байқалды. Кейін құбылмалы бахтақтың жүзбеқанаттарынан 
тиімді əдіс ретінде фенол-хлоролформды экстракция əдісі арқылы таза əрі сапалы ДНҚ бөлініп алынды. Осы 
əдіс арқылы 30-ға жуық ДНҚ өнімдері алынып, оның ішінде 13-і Өрнек жəне Үлкен- Қақпақ өзенінен аулан-
ған бахтақ өнімдері таза жəне жоғары концентрациялы көрсеткішке ие болды. Оларға «Түсті хан балық 
ДНҚ» атауы берілді. 

Түйін сөздер: түсті алабалық, сынамаларды көбейту, ДНҚ өндіру. 
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