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Изучение генетического полиморфизма пород лошадей имеет большое значение для поддержа-

ния разнообразия в популяциях, улучшения селекционной работы и определения их происхожде-

ния. 

Резкое снижение численности поголовья лошадей в ХХ веке не могло не отразиться на уровне 

генетического разнообразия, в связи с чем, необходимо использовать современные подходы для 

оценки и поддержания высокого уровня генетического разнообразия для сохранения пород во из-

бежание неблагоприятных последствий инбридинга и эффекта «бутылочного горлышка». Одним 

из наиболее эффективных подходов оценки генетического разнообразия популяций является ис-

пользование молекулярных маркеров ДНК. Наиболее информативными для популяционно-

генетических исследований являются мультилокусные ДНК маркеры, позволяющие одновременно 

изучать большое число локусов. В связи с чем, целью наших исследований являлось изучение ге-

нетического разнообразия популяции лошадей, разводимых в СПК «Прогресс-Вертилишки» 

Гродненской области, по 17 микросателлитным локусам (n=50). 

Исследования были проведены в научно-исследовательской лаборатории «Прикладной и фун-

даментальной биотехнологии» на базе УО «Полесский государственный университет», а также в 

научно-исследовательской лаборатории ДНК-технологий на базе УО «Гродненский государствен-

ный аграрный университет.  

ДНК экстрагировали из проб буккального эпителия животного перхлоратным методом с двой-

ной очисткой (по методу Зиновьевой). Концентрацию ДНК оценивали спектроскопическим мето-

дом на спектрофотометре Implen P360. Оптимальная концентрация геномной ДНК, необходимой 

для проведения мультиплексной реакции, составляла 1-10 нг/мкл. Нативность ДНК определяли 

проведением электрофореза в 1% агарозном геле при напряжении 100V 20–30 мин по отсутствию 

«шлейфа» фрагментов ДНК и интенсивности свечения бромистого этидия в УФ-свете. Амплифи-

кацию проводили с использованием реакционной смеси объемом 15 мкл, включающей следующие 

компоненты: буфер – 2,5 мкл; дНТП – 4,0 мкл, Taq-полимераза – 0,5 мкл, деионезированная вода – 

3 мкл, смесь праймеров – 4,0 мкл, геномная ДНК – 1-10 нг/мкл [1]. 

Генотирование лошадей (n=50), разводимых в СПК «Прогресс-Вертилишки» Гродненской об-

ласти, проводили по 17 микросателлитным локусам, рекомендованных Международным обще-

ством по генетике животных (ISAG) c использованием набора для генотипирования лошадей 

«StockMarks for Horses» на генетическоманализаторе 3500 фирмы Applied Biosystems.  

Образцы, перед постановкой в секвенатор, денатурировали в течение 5 мин при 95
0
С, с после-

дующим охлаждением при 4
0
С. Затем производилась непосредственная загрузка образцов в гене-

тический анализатор 3500, позволяющего проводить генетическую экспертизу в автоматическом 

режиме с высокой степенью точности, руководствуясь протоколом. Далее проводился анализ ре-

зультатов с помощью программного обеспечения GeenMapper 5. 

В ходе анализа аллелофонда исследованных пород лошадей по 17 микросателлитов ДНК были 

получены данные, которые характеризуют полиморфизм каждого из маркеров (таблица). 
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Таблица – Характеристика полиморфизма изученных локусов микросателлитов ДНК изучен-

ной популяции лошадей 

 

Микросателлитный локус Ае Не Но 

AHT4 3,651 0,711 0,759 

AHT5 3,980 0,731 0,712 

ASB17 4,739 0,774 0,777 

ASB2 5,131 0,787 0,722 

ASB23 4,362 0,764 0,765 

CA425 3,252 0,646 0,597 

HMS1 2,990 0,655 0,663 

HMS2 3,449 0,688 0,678 

HMS3 3,867 0,721 0,609 

HMS6 2,863 0,628 0,695 

HMS7 3,912 0,725 0,755 

HTG10 4,449 0,768 0,806 

HTG4 2,609 0,592 0,660 

HTG6 2,968 0,642 0,679 

HTG7 2,769 0,616 0,693 

LEX 3 4,381 0,765 0,575 

VHL 20 4,740 0,780 0,818 

В среднем 3,771 0,706 0,704 

 

В 17-ти изученных микросателлитных локусах идентифицировано от 6 до 15 аллелей. Средний 

показатель уровня полиморфности локуса составил 3,771 единицы. Именно поэтому все локусы 

были разделены на две группы. В первую группу вошли локусы, значение уровня полиморфности 

которых ниже среднего уровня – это локусы HTG4, HTG7, HMS6, HMS1, HTG6, AHT4, CA425, 

HMS2. Минимальным значением характеризовался локус HTG4 – 2,609. Вторую группу составили 

локусы, имеющие значение уровня полиморфности превышающие средние показатели: ASB2, 

ASB17, ASB23, HTG10, LEX3, VHL20. Максимальным уровнем полиморфности обладал локус 

ASB2 – 5,131. 

Анализ генетического разнообразия исследованной популяции показал, что для 17 микросател-

литных локусов средний показатель наблюдаемой (0,704) и ожидаемой (0,706) гетерозиготности 

практически равны. При этом, наибольшим уровнем наблюдаемой (Но) гетерозиготности характе-

ризовался локус VHL 20, а ожидаемой (Не) гетерозиготности – локус ASB2 (0,818 и 0,787 соответ-

ственно), в то время как наименьшим наблюдаемым уровнем гетерозиготности характеризовался 

локус LEX 3 (0,575), а наименьшим ожидаемым уровнем гетерозиготности локус HTG4 (0,592).  

Таким образом, высокий показатель гетерозиготности позволяет считать данные полиморфные 

локусы генетическими маркерами, пригодными для оценки генетического разнообразия животных 

и достоверности их происхождения с высокой точностью, характеристики аллельного разнообра-

зия и частот генотипов. 
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Сыроделие появилось не менее 8 тысяч лет назад. Однако, несмотря на столь большую исто-

рию и технический прогресс, этот процесс продолжает оставаться одним из наиболее сложных 

разделов современного пищевого производства [2, с. 804]. Основополагающей операцией в произ-

водстве сычужных сыров является энзиматическое свертывание молока, в результате которого 

образуется сгусток, содержащий большую часть казеинов и жиров молока. Ключевым моментом 

производства любых сортов сыра является именно выбор молокосвертывающего фермента. Для 

свертывания молока в сыроделии используют сычужный фермент, однако в последнее время 

крупномасштабное производство ферментов животного происхождения сталкивается с большими 

трудностями из-за ограничения сырьевой базы [6, с. 330]. Замена дорогостоящего сычужного фер-

мента протеазами другого происхождения представляется экономически выгодной и перспектив-

ной задачей сыроделия. Исследования, связанные с получением заменителей сычужного фермен-

та, являются актуальной проблемой современной биотехнологии. 

Одной из перспективных групп получения такого рода ферментов являются базидиальные гри-

бы [3, с. 394]. Показано, что активные продуценты молокосвертывающих протеиназ имеются у 

некоторых дереворазрушающих грибов, в том числе и у P. ostreatus [6, с. 346]. Это съедобный 

гриб с хорошими пищевыми качествами, легко воспроизводимый источник биологически актив-

ных субстанций. P. ostreatus растет в глубинной культуре, при этом и мицелий, и культуральная 

жидкость могут являться относительно дешевым и удобным источником ферментных препаратов 

[1, с. 159].  

Цель работы: исследовать культуральную жидкость и экстракта мицелия P. ostreatusна нали-

чие способности формировать сырный сгусток. 

Материалы и методы. Использованы культуральная жидкость и экстракт мицелия P. ostreatus, 

полученные при выращивании дикого штамм P. ostreatus. в глубинной культуре. Инокулюм вво-

дили в виде фрагментов ковра мицелия площадью 1 см
2
в картофельно-сахарозную среду. Культи-

вировали в течение 2х недель при температуре 27
о
С в автоклавируемом ферментере LiFlus GX при 

скорости перемешивания 70 об/мин.  Использовали пастеризованное нормализованное молоко 

двух видов: массовая доля жира 1,5 % и 3,8 %. Для определения молокосвертывающей активности 

P. ostreatus 100 мл молока гомогенизировали с 50 мл 0,02 М CaCl2, выдерживали при температуре 

37 
о
С, доводили рН до 6,1. В стандартные пробирки с 10 мл молока добавили 2 мл культуральной 

жидкости или экстракта мицелия, перемешивали и ставили на водяную баню при температуре 37 
о
С. Отмечали по секундомеру время внесения культуральной жидкости или экстракта мицелия и 

время начала свертывания молока, которое определяли по возникновению молочных сгустков на 

стенках пробирок. Активность фермента определяли в секундах [5, с. 296]. 

Сычужно-бродильную пробу проводили согласно ГОСТ 92225 [4, с. 16]. Метод основан на спо-

собности молока свертываться под действием сычужного фермента. По характеру образовавшего-

ся сгустка оценивают качество молока или фермента на пригодность для производства сыра. В 

чисто вымытые широкие пробирки, хорошо просушенные и ополоснутые три раза молоком, из 

которого отбирали пробу, наливали 30     молока. Затем внесли в каждую пробирку по 1     
культуральной жидкости или экстракта мицелия P. ostreatus, хорошо перемешали и поставили на 

12 ч в термостат при температуре 38°С, после чего достали из термостата и провели визуальную 

оценку. По результатам визуальной оценки ферментативную субстанцию относили к одному из 

трех классов, указанных в таблице 1.  
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