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A.
ВВЕДЕНИЕ
Целью настоящего документа (BMT методики) является представить руководство для разработки согласованной методологии с целью получения высококачественных молекулярных данных  для  ряда заявок. BMT методики предназначаются, также для обращения к конструкциям Баз данных, содержащим молекулярные профили сортов, возможно полученные в разных лабораториях с использованием различных технологий.  Это устанавливает высокие требования на качество маркеров и необходимость воспроизведения данных применения этих маркеров в ситуациях, где оборудование и/или действие химических реактивов могли бы изменяться. Кроме того, требуется особая предусмотрительность относительно качества данных, включаемых в базу данных.  Текущая ситуация в  рамках УПОВ в отношении возможного использования молекулярных маркеров в экспертизе отличимости, однородности и стабильности (ООС), объясняется в  документах TC/38/14-CAJ/45/5 и TC/38/14 Add.-CAJ/45/5 Add.a
B.
ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ
Методология  подбора  молекулярных  маркеров
1.1
Наиболее важными критериями при выборе методологии являются:
(a) воспроизводимость получения данных между лабораториями и основными принципами обнаружения (типы оборудования);
(b) повторяемость во времени;
(c) сила установлния различий;
(d) возможности баз данных ;
(e) доступность методологии.
1.2 Поскольку стали доступны усовершенствования в методологии и новое оборудование, очень важным для продолжения устойчивого развития Базы данных является то, что интерпретация полученных данных независима от оборудования, используемого для их производства. Это, например, случай с данными по установлению последовательностей ДНК (ДНК–секьюинг). Сначала, для получения таких данных использовались радиоактивно маркированные праймеры и секьюинг-гели, тогда как сейчас, это может быть сделано, используя флуоресцентные краски, сопровождаемые сепарацией на высокой пропускной способности, во многом автоматизированной, системами электрофореза капиллярного геля. Несмотря на эти различия, полученные различными методами данные, совместимы друг с другом и независимы от методов, используемых для их производства. Это можно также применять к получаемым данным, используя, например, ДНК-микросателлиты (простые повторения последовательностей, SSP-ППП) или одиночные нуклеотидные полиморфизмы (SNPs-ОНП). Эта повторяемость и воспроизводимость являются важными для построения, опреативности и долговечности Базы данных. Только так, централизованно поддерживаемая база данных, наполненная достоверными данными из ряда источников, может быть создана так рационально, чтобы необходимые существенные инвестиции для ее учреждения, были сделаны только однажды.
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1.3 Виды молекулярных методов, легко применяемые для сорт-профайлинга, ограничены такими требованиями к данным, как повторяемость, восстанавливаемость и последовательность. Таким образом, в то время как успешно применялись различные методы мультилокусного ДНК-профайлинга для исследования, со-доминантность во многих из них не могла быть легко зарегистрирована и может быть проблематичной воспроизводимость комплексной кривизны изображений моделей между лабораториями, использующими различное оборудование. Эти факторы представляются как наличие трудностей в контексте сорт- профайлинга. Поэтому, настоящий документ фокусирует внимание на рассмотрениях и рекомендациях в отношении хорошо определяемых и исследуемых применениях SSRs-ППП (микросателлитов), а в будущем, на упорядочении информации (то есть на одиночных нуклеотидных полиморфизмах, ОНП). Другие методы, которые полагаются на информацию по последовательности ДНК, такую как CAPS - РУПП (расколотые усиленные полиморфные последовательности) и SCARS - ПХУО (последовательно характеризуемые усиленные области) могут также удовлетворять вышеупомянутым критериям, но их применение в ДНК-профайлинге сортов растений, еще не исследовано.
2.
Подбор молекулярных маркеров
2.1
Общие принципы
Следующие общие принципы выбора специфического маркера или набора маркеров предназначены, чтобы соответствовать для молекулярных маркеров, независимо от использования маркеров, хотя признается, что специфические применения могут фиксировать некоторые дополнительные критерии:
(a) полезный уровень ценности полиморфизма (определяемый, например, PIC-СИП (содержанием информации полиморфизма: см. Глоссарий), получаемого по набору представляемых сортов);
(b) повторяемость внутри, и воспроизводимость между лабораториями в определенный период подсчета данных;
(c) известное распределение маркеров по всему геному (то есть картированное расположение), которое, не будучи существенным, является полезной информацией и помогает избежать отбора маркеров, которые могут быть связаны;
(d) исключение, в максимально возможной степени, маркеров с "пустыми" аллелями (то есть аллеля, результатом которого является отсутствие продукта СИП на молекулярном уровне), который, опять же, не является существенным, но является желательным.
2.2
Критерии для специфических типов молекулярных маркеров
2.2.1     Микросателлитные маркеры (SSRs-МСМ)
2.2.1.1. Анализ простых последовательных повторений (SSRs или микросателлитов: см. Глоссарий), использующих цепную реакцию полимеразы (PCR), широко используется в настоящее время и имеет несколько преимуществ.
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2.2.1.2.  SSR –маркеры выражены со-доминантно (со-мажорированно), в основном легко вычисляются (записываются) и могут легко наноситься на карту. Они были показаны для состоятельности анализа в разных лабораториях и (уделяя достаточно внимания экспериментальным условиям) являются твердыми и повторяемыми.
Кроме того, они могут изучаться, используя автоматические, высоко пропускные, нерадиоактивные ДНК-сиквенсеры (синтезаторы), основанные либо на гелевом, либо на капиллярном электрофорезе, и могут анализироваться одновременно ((уплотненно)мультиплексированно).
2.2.1.3. Для эффективного микросателлитного анализа отбор маркеров высокого качества является существенным фактором. Это включает рассмотрение, среди прочего:
(a) степени "заикания" («полосатости за счет колебания уровня»???) (получение серии одной или более  связок, различающихся 1 повторной единицей в объеме);
(b) (n+1) максимумов; Taq-полимераза часто добавляет 1 bp к концу фрагмента. Это можно предотвратить использованием "косичковых (волосяных?)" праймеров (см. Глоссарий);
(c) размера усиленного продукта;
(d) эффективной сепарации между разнообразными аллелями в различных детекционных системах;
(e) надежного и воспроизводимого подсчета аллелей в различных детекционных системах;
(f) уровеня полиморфизма (количества регистрируемых аллелей) между сортами (замечено, что это требует изучений значительного количества сортов);
(g) исключение сцепления.
2.2.1.4   При подсчете SSRs в разных лабораториях и используя различное детекционное оборудование, крайне важно, что аллели-ссылки (т.е. наборы сортов) определяются и включаются во все исследования. Эти аллели-ссылки необходимы, поскольку молекулярная масса стандартов ведет себя по-разному в разных, доступных в настоящее время, детекционных системах и поэтому не соответствует для идентификации аллелей.
2.2.1.5 Праймеры, используемые в специальной лаборатории, должны быть синтезированы гарантированным поставщиком, чтобы снизить возможность различных ДНК- профилей, получаемых из праймеров, синтезируемых посредством различных источников. 
2.2.2
Простой нуклеотидный полиморфизм (SNP)
Простые нуклеотидные полиморфизмы (SNPs: см. Глоссарий) могут обнаруживаться через ДНК- сиквенсинг (упорядочивание) - обычную технологию, которая вообще показывает очень высокие уровни повторяемости в течение всего времени и воспроизводимость между лабораториями. Однако, обнаружение определенного SNPs в настоящее время выполняется рядом методов, многие из которых еще не являются обычными. По их природе, SNPs имеют только два аллельных набора у диплоидных растений, хотя это может варьировать по полиплоидам, где будут дозированные эффекты. Это делает подсчет SNPs относительно прямым и надежным и должно 
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уменьшить или исключить многие из проблем, отмеченные выше. Это также означает, что большое количество маркеров, возможно, потребуется, для изучения, как отдельно, так и в мультиплексах, для разрешения  эффективности и эффективного профайлинга отдельного генотипа.
3.
Доступ к технологии
Некоторые молекулярные маркеры и материалы являются общедоступными. Однако, необходимы большие вложения для получения, например, высококачественных SSR маркеров и, следовательно, маркеров и других методов и материалов, возможно охваченных правами на интеллектуальную собственность. УПОВ разработал руководство по использованию продуктов и методологий, являющихся предметом прав интеллектуальной собственности. (см. документ TGP/7/1 Приложение3, GN 14) и настоящее руководство должно следовать целям настоящих методик. Рекомендуется, что к вопросам, касающимся прав интеллектуальной собственности, следует обращаться в начале любой экспериментальной работы. 
4.
Материал, подлежащий анализу
Источник и тип материала и то, как много его требуется для изучения образцов, являются основными проблемами в отношении материала, подлежащего анализу.
4.1         Источник растительного материала
Растительный материал, подлежащий анализу, должен быть подлинным, представлять образец сорта, и если возможно, должен быть получен из образца сорта, используемого для экспертизы в целях прав селекционера или официальной регистрации. Использование образцов для экспертизы в целях прав селекционера или официальной регистрации потребует разрешения соответствующего компетентного органа, селекционера и/или оригинатора сорта, как соответствует. Если соответствует, отдельные растения, от которых отбираются образцы, должны отслеживаться на случай, если некоторые растения впоследствии окажутся не представителями сорта.
4.2
Тип растительного материала
Тип растительного материала, представляющего собой образец, и процесс отбора проб материала для экстракции ДНК, будет в большей степени зависеть от культуры или соответствующего вида растений, например, у размножаемых семенами сортов семена могут использоваться в качестве источника ДНК, в то время как, у вегетативно размножаемых сортов, ДНК можно экстрагировать из материала листьев. Любой источник материала, метод получения образцов и ДНК-экстракции должны быть стандартизированы и задокументированы. Более того, должно быть подтверждено, что методы отбора образцов и экстракции приводят к последовательным результатам путем ДНК-анализа. 
4.3
Размер образца
Существенно, чтобы образцы, отбираемые для анализов являлись представителями сорта.
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4.3.1
Вегетативно размножаемые сорта
В принципе, для вегетативно размножаемых сортов мог бы изучаться один образец, поскольку все отдельные растения должны быть идентичными. Однако, желательно во всех случаях проанализировать, по крайней мере, два образца. Если находят какие-нибудь различия, то должны быть проанализированы дополнительные образцы.
4.3.2
Самоопыляемые и в основном самоопыляемые сорта
Не всегда соответствующе принимать, что все самоопыляемые и в основном самоопыляемые сорта гомозиготны во всех локусах, включая SSR или SNP-локусы. Гетерогенность может возникнуть, например, от остаточной гетерозиготности, перекрестного опыления или физической примеси. По этой причине, обычно рекомендуется анализировать количество семян отдельно, поскольку это обнаружит любую такую гетерозиготность. Хотя, могут быть причины, включая стоимость, чтобы анализировать массу образцов согласованного количества отдельных растений для представления ДНК-профиля сорта.
4.3.3
Перекрестно опыляемые сорта
Подобные рассмотрения применяются, в принципе, к сортам прекрестноопыляемых видов. Обычно рекомендуется анализировать отдельные семена/растения, поскольку различия между сортами могут быть результатом различий в частоте аллеля (или связки), так же, как и наличие или отсутствие отдельных аллелей /связей. Однако, могут быть причины, включая стоимость, чтобы проанализировать массу образцов согласованного количества отдельных растений для представления ДНК - профиля сорта
4.3.4
Гибриды
Соответствующий метод гарантии того, что образцы, взятые для анализов гибридов, являются представителями сорта, будет зависеть от типа гибрида. Следует признать, что гибридные сорта будут гетерозиготными в период кодирования местоположения ДНК-маркеров, но фенотипически могли быть все еще однородными. Количество выбранных для анализов образцов будет зависеть от точной обращенной проблемы и типа оцениваемого гибридного сорта. В этом отношении, следует рассматривать информацию относительно различных типов гибридных сортов, представленную в документе TG/1/3 "Общее введение к экспертизе на отличимость, однородность и стабильность и составлению гармонизированных описаний новых сортов растений " (см.Часть 6.4.3).

4.4        Образец указанной ДНК
Рекомендуется, что коллекция образцов указанной ДНК должна быть получена из растительного материала, представляющего собой образцы, в соответствии с разделами с 4.1 по 4.3. Это имеет то преимущество, что образец указанной ДНК может храниться и поставляться другим. ДНК-образец должен храниться таким образом, чтобы предотвратить его порчу. 
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5.
Стандартизация протоколов анализа
5.1
ВВЕДЕНИЕ
Настоящий документ не предназначен для предоставления подробных технических протоколов для получения ДНК-профилей сортов. В принципе, может использоваться любая аналитическая методология, но важно, чтобы методология утверждалась соответствующим образом. Это может быть всемирно признанным методом подтверждения или разработкой, основанной на подходе выполнения работы. В любом случае существуют некоторые полезные общие рассмотрения. Любой метод, используемый для установления генотипа и создания Базы данных, должен быть технически простым в выполнении, надежным и точным, позволяющим легкое и бесспорное вычисление маркерных профилей в различных лабораториях. Это требует уровня стандартизации, например в выборе маркеров, аллелей ссылок и запроса/вычисления аллеля.
5.2
Критерии качества
5.2.1
Важно согласовать некоторые критерии качества, касающиеся, например, :
(a) качества ДНК;
(b) праймер-последовательностей;
(c) полимеразы, используемой в методологиях, основанных на PCR;
(d) для методологий, основанных на PCR, объема/концентрации каждого PCR- компонента и других компонентов;
(e) условия PCR-цикличности.
5.2.2
В протоколе должна быть установлена подробная методология. 
5.3
Фаза оценки
5.3.1      Введение
Для подбора соответствующих маркеров и выработки удовлетворительных лабораторных протоколов для данных видов, рекомендуется фаза предварительной оценки, включая более одной лаборатории (т.е. международно признанного метода подтверждения, например, кольцевой тест, согласно международно - признанным  стандартам). Эта фаза должна, в основном, касаться подбора набора маркеров и будет, как правило, включать оценку существующих маркеров как публикуемых, так и доступных через иные средства. Количество оцениваемых маркеров будет изменяться и зависеть от возможностей, представляемых разными видами. Маркеры следует получать из надежных источников (например, обзоров публикаций профессионалов) и получать от проверенных поставщиков. Заключительный выбор оцениваемого количества, будет балансом между затратами и требованием получения удовлетворительного набора согласованных маркеров в конце процесса. Цель состоит в том, чтобы получить согласованный набор маркеров, которые могут быть надежно и повторно проанализированы, вычислены и зарегистрированы в различных лабораториях, потенциально использующих различные типы оборудования и различные источники химических реактивов, и т.д.
.
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5.3.2
Выбор сорта
Соответствующее количество сортов, основанное на генетической изменчивости внутри видов и типе интересуемого сорта, должно быть отобрано в качестве основания для фазы оценки. Выбор сортов должен отражать соответствующий диапазон разнородности и, по возможности, должен включать некоторые близкородственные и некоторые морфологически схожие сорта, чтобы дать возможность установить уровень различия в таких случаях , который должен быть оценен.
5.3.3
Трактовка результатов
Следующая стадия оценки, если возможно, должна включать международно признанный метод контроля данных, чтобы объективно оценить методологию в целом . Любой маркер, который вызывает трудности в какой-либо лаборатории, вовлеченной в эту фазу оценки, должен быть отклонен для последующего использования. В идеале, как следует из практического опыта, что большинство ошибок в изучении большой коллекции сортов, кажется, возникает при подсчете ошибок. Устройство Базы данных должно быть основано на образцах-дубликатах (например, различные подобразцы семян от одного и того же сорта), проанализированные в различных лабораториях. Поскольку под-образцы (или ДНК-экстракты из них) могут обмениваться в событии любого отличия, этот подход является очень эффективным в выделении ошибок при отборе образцов, или ошибок, обусловленных гетерогенностью внутри образцов, и устраняет возможные лабораторные погрешности (систематические ошибки).
5.4         Подсчет молекулярных данных
Протокол подсчета (вычисления) аллеля/связки должен разрабатываться в соединении с фазой оценки. Протокол должен обращаться к тому, как вычислять следующее:
(a) редкие аллели (т.е. те, которые возникают в специфическом локусе с частотой ниже согласованного порога (как правило - 5-10%) в популяции);
(b) пустые аллели (аллель, эффектом которого является отсутствие продукта PCR на молекулярном уровне);
(c) "слабые" связки (т.е., связки, где интенсивность падает ниже согласованного порога установления различий, устанавливаемого либо эмпирически, либо автоматически, и вычисления, которое может быть открытым вопросом);
(d) потеря данных (т.е., любой локус, для которого по какой бы то ни было причине не зарегистрировано данных по сорту или сортам);
(e) мономорфные связки (те аллели/связки, которые появляются в каждом анализируемом сорте, т.е. являются не полиморфными в отдельной (особой) коллекции сортов).
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6.
Базы данных
6.1
Тип базы данных
Существует много способов, с помощью которых можно хранить молекулярные данные, поэтому, важно, чтобы структура базы данных разрабатывалась таким методом, который совместим со всеми предполагаемыми применениями этих данных. 
6.2
Макет базы данных
Макет базы данных должен определяться (оговариваться) IT-экспертами баз данных совместно с пользователями базы данных. Как минимум, макет базы данных должен содержать шесть основных объектов: Виды; Сорт; Метод; Маркер; Локус; и Аллель.
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6.3         Словарь данных
6.3.1
В базе данных, каждый объект становится таблицей, в которой определяются поля. Например:
(a)
Метод/Код маркера:
указывает код или название метода, или типа используемого маркера, например SSR, SNP, и т.д.
(b)
Код локуса:
указывает название или код локуса для интересуемых видов, например gwm 149, A2, и т.д.
(c)
Код аллеля:
указывает название или код аллеля данного локуса интересуемых видов, например 1, 123, etc.
(d)
Оценка данных:
показывает оценку данных для данного образца на данном локусе аллеля, например 0 (отсутствиеe), 1 (наличие), 0.25 (частота) и т.д.
(e)
Сорт:
Сорт является объектом, для которого были получены данные.
(f)
Виды:
Виды указываются ботаническим названием или общепринятым национальным названием, которое иногда также ссылается на тип сорта (например, тип использования, озимыйr/яровой тип и т.д.). Использование кода УПОВ упреждало бы проблемы синонимов и было бы, следовательно, благотворно для сотрудничества. 
6.3.2
В каждой таблице, число полей, их названия и определения, возможные оценки и правила, которые должны следовать из этого, должны определяться в "Словаре данных".
6.4         Таблица связи
6.4.1      Связи между таблицами являются важным аспектом разработки базы данных. Связи между таблицами можно проиллюстрировать следующим образом:
	Таблица
	Связь
	Таблица
	Описание

	Женщина
	0            or 1 to n (0, n)
	Ребенок
	0: Женщина может не иметь никаких детей 1 to n: Женщина может иметь от 1 до n детей (тогда она мать)

	Ребенок
	1 to 1 (1,1)
	Женщина
	Данный ребенок имеет только одну биологическую мать


BMT методики  (Проект 9) стр.12
6.4.2      Следующая таблица показывает связь между шестью минимальными основными объектами, как предполагалось в Макете базы данных в Разделе 6.2:
	Таблица
	Связь
	Таблица
	описание

	Метод/маркер
	0           или с 1 по n
	Локус 
	0: Метод/маркер может быть представлен в Методе/маркере, даже, если никакой локус/аллель еще не используется в базе данных с 1 по n: данный тип маркера может представлять полезные локусы с 1 по n 

	Локус
	с1 по 1
	Метод/маркер
	Данный локус определяется в границах данного метода/маркера

	Локус
	с1 по n
	Аллель
	Может быть описан для каждого локуса, 1 или более 1 аллеля 

	Аллель
	с1 по 1
	Локус
	Данный аллель определяется в границах данного локуса

	Аллель
	0            или с 1 по n
	Данные
	0: данный локус может быть определен, но без данных с 1 по n: данный аллель может быть найден в данных с 1 по n 

	Данные
	с1 по 1
	Аллель
	данные относятся к данному аллелю

	Сорт
	0            или с 1 по n
	Данные
	0: Сорт не имеет данных с 1 по n: Сорт имеет данные

	Данные
	с1 по 1
	Сорт
	Данные относятся к данному сорту 

	Данные
	с1 по 1
	Виды
	Данные получены для данного Сорта, затем для Видов сорта.

	Виды
	0            или 

с 1 по n
	Данные
	0: a Виды могут не иметь данных с. 1 по n: a Виды могут иметь данные с 1 по n.


6.5


Перенос данных в базу данных
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6.6
Доступность данных/собственность
Рекомендуется ко всем вопросам, касающимся владения данными и их доступа в базе данных, обращаться в начале любой работы.
6.7
 Анализ данных
Цель, для которой будут изучаться данные, будет определять метод изучения, следовательно, никаких специальных рекомендаций не делается в рамках настоящих руководств. 
6.8
 Подтверждение базы данных
Когда первая фаза базы данных завершена, рекомендуется провести «слепой тест», т.е.. распределить количество образцов в разных лабораториях и попросить их, затем применить согласованный протокол вместе с базой данных для их идентификации. 
7.
Резюме
Следующее является кратким обзором подхода, рекомендуемого для подбора и использования молекулярных маркеров для создания централизованной и жизнеспособной базы данных ДНК-профилей сортов (т.е, базы данных, которая в будущем может быть заполнена данными из ряда источников, независимых от применяемой технологии).
(a) рассмотреть подход на основании культура-за культурой;
(b) провести согласование по приемлемому типу маркера и источника;
(c) провести согласование по приемлемым принципам/оборудованию;
(d) провести согласование по соответствующим лабораториям, которые должны быть включены в испытание; 
(e) провести согласование по качеству проблем (см. Раздел 5.2);
(f) проверить источник используемого растительного материала (см. Раздел 4);
(g) провести согласование по тому, какие маркеры должны использоваться в предварительной совместной фазе оценки, включающей более одной лаборатории и различное детекционное оборудование (см. Раздел 2);
(h)    провести оценку (см. Раздел 5.3);
(i)     разработать протокол для подсчета молекулярных данных (см. Раздел 5.4);
(j)  провести согласование по растительному материалу/установке ссылки, подлежащих изучению, и по источнику(ам);
(k) проанализировать согласованную коллекцию сортов, в разных лабораториях/на различном детекционном оборудовании, используя образцы-дубликаты и обмен образцов /ДНК-экстракты, если возникают проблемы;
(l)     использовать во всех анализах ссылки сортов/ДНК-образцов/аллелей; 
(m)   контролировать все стадии (включая ввод данных) – по возможности автоматически; 
(n) проводить 'слепой тест" в разных лабораториях, используя базу данных; 
(o)    принять процедуры по добавлению новых данных.
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ГЛОССАРИЙ
Микросателлиты, или простые повторения последовательностей (SSRs)
Микросателлиты, или простые повторения последовательностей (SSRs) являются попарно повторяемыми ДНК-последовательностями, обычно с повторной единицей в 2-4 основных пары (пары-основания) (например GA, CTT и GATA). Во многих видах, однотипные (кратные) аллели показаны существовать для некоторых микросателлитов, в силу вариабельности в числе копий этой повторной единицы. Микросателлиты могут изучаться путем применения PCR-специфических праймеров, процедуры, известной как подход последовательно отмеченного участка микоросателлита (STMS). Аллели (PCR - продукты) могут отделяться агарозой или полиакриламидным гелевым электрофорезом. Для разработки последовательно меченых участков микросателлитов требуется информация о последовательности ДНК, фланкирующей (обрамляющей), микросателлит. Эта информация может иногда быть получена из  существующих Баз данных  ДНК-последовательностей, а иначе надо получать опытным путем.
Простые нуклеотидные полиморфизмы (SNPs)
Простые нуклеотидные полиморфизмы (SNPs) (заявляемые "лоскутки (снипсы)") являются ДНК-последовательностью, которая возникает, когда изменяется простой нуклеотид (A,T,C, или G) в последовательности генома, например, SNP мог бы поменять ДНК-последовательность с AaGGCTAA по ATGGCTAA. Как правило, для изменчивости, рассматриваемой как SNP, она должна возникнуть, по крайней мере, у 1% популяции. Потенциальное количество SNP-маркеров очень высоко, означающее, что их нахождение должно быть возможным во всех частях генома. Открытие SNPs включает сравнительный сиквенсинг (установление последовательности) для числа отдельных растений из популяции. Как правило, потенциальные SNPs определяются сравнением упорядоченных последовательностей из доступной Базы данных последовательностей. Хотя они могут определяться относительно прямыми PCR + гелевый электрофорез, высотой пропускной способности и процедурами микрорасстановкой, разрабатываемыми для автоматического одновременного подсчета сотен локусов SNP.
Расколотые усиленные полиморфные последовательности (CAPS)
Расколотые усиленные полиморфные последовательности (CAPS) являются фрагментами ДНК, усиленными PCR, использующими специфические 20-25 bp праймеры, сопровождаемые уравниванием с ограничением эндонуклеазы. Впоследствии, длина полиморфизмов в результате изменения в событии ограничения мест, определяется гель-электрофорезом систематизированных продуктов. В сравнении с маркерами такими, как  RFLPs, полиморфизмы труднее определяются из-за ограниченного размера усиленных фрагментов (300-1800 bp). CAPS-анализ, однако, не требует южной загрзненной гибридизации и радиоактивного обнаружения (детекции). CAPS, в основном, применяемый преимущественно для картирования генов, изучается до настоящего времени. 
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Характеризуемые последовательностью усиленные области
Характеризуемые последовательностью усиленные области являются ДНК-фрагментами, усиленными PCR, использующими специфические 15-30 bp праймеры, выполненные по плану из предварительно определенных полиморфных последовательностей. Посредством использования более длинных PCR-праймеров, SCARs упредупреждают проблему низкой воспроизводимости. Обычно они тоже являются со-доминантными маркерами. SCARs являются специфическими локусами и были применены в изучении картирования генов, а маркер помогал отбору.

Оценка содержания полиморфного содержания (PIC)
Оценка содержания полиморфного содержания (PIC) является мерой аллельного распространения на локусе, используемой для оценки и сравнения силы различения молекулярных маркеров. Значение PIC маркера, основанного на PCR может быть вычислена как:
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где Рц-  частота jth PCR, соответствующая генотипу i.
Косичковость
В изучении SSR, "Косичковость" является дополнительной короткой специфической олигонуклеотидной последовательностью к праймерам, используемым в PCR, как метод совершенствования четкости усиленных продуктов и снижения дефектов.
Пустой аллель
В изучении SSR, "пустым аллелем" является аллель на особом локусе, чье действие проявляется как отсутствие PCR -продукта.
Полосатые каемки
В изучении SSR, "Полосатой каемкой" является возникновение одной или более сцеплений, различающихся 1 повторной единицей в размере, после PCR.
a    Поправка согласована Техническим Комитетом по переписке после сорок третьей сессии.  
[Конец документа ]
