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Результаты, приведенные в таблице 5, показывают, что в конкур-
ных соревнованиях наибольшее количество призовых первых и вторых 
мест были заработаны лошадьми ганноверской породы. Так, из 5 ло-
шадей данной породы, участвовавших в Республиканских соревнова-
ниях по конкуру, 3 занимали первые места в различных видах про-
грамм. В свою очередь из 5 лошадей чистокровной верховой породы 
только 1 лошадь заняла первое место в таких же соревнованиях, хотя и 
ганноверские и чистокровные верховые лошади тренировались к кон-
курным соревнованиям в КСК «Прогресс-Вертелишки» по единым 
графикам тренировок. 

Заключение. Таким образом, согласно результатам Республикан-
ских соревнований по конкурам, к данному виду конного спорта пред-
почтительнее подготавливать молодняк лошадей ганноверской поро-
ды, что будет способствовать в дальнейшем заниманию ими большего 
количества первых и вторых призовых мест. 
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МЕТОД ОЦЕНКИ ДОСТОВЕРНОСТИ ПРОИСХОЖДЕНИЯ 
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА ПО ПОЛИМОРФИЗМУ  

НУКЛЕОТИДНЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ДНК 
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УО «Полесский государственный университет» 

г. Пинск, Брестская обл., Республика Беларусь, 225710 
 

Введение. Согласно статистическим данным в селекционном про-
цессе по различным причинам участвуют 20-30% животных, не соот-
ветствующих по своим генетическим характеристикам селекционным 
требованиям, что в значительной мере сдерживает селекционный про-
цесс племенного животноводства. 

В соответствии с международными нормами и требованиями по 
сертификации племенной продукции необходимо обязательное прове-
дение генетической экспертизы происхождения племенных животных. 
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В настоящее время во всем мире единственным способом, позволяю-
щим достичь уровня 99,999% достоверности, подтверждающего про-
исхождение КРС, является ПЦР – диагностика по микросателлитным 
локусам ДНК [1-9]. 

В настоящее время проведение генетической экспертизы крупного 
рогатого скота по нуклеотидным последовательностям ДНК требует не 
только закупки дорогостоящего оборудования (стоимость генетиче-
ского анализатора – более 750 млн. белорусских рублей), но и полного 
комплекта реагентов (стоимость только стандартного набора для про-
ведения амплификации на 100 тестов составляет 10 450 тыс. бел. руб.). 
Учитывая столь высокую стоимость оборудования, реактивов и рас-
ходных материалов себестоимость тестирования одного животного 
составит более 200 тыс., а семьи более 600 тыс. белорусских рублей. 
Совершенно очевидно, что тестирование племенных животных в этом 
случае может быть только выборочным. Единственным выходом из 
сложившейся ситуации является разработка методических подходов 
для оценки достоверности происхождения крупного рогатого скота по 
нуклеотидным последовательностям ДНК, основанных на использова-
нии набора реактивов, произведенных в республике, адаптированных 
для работы на генетическом анализаторе «Applied Biosystems» ABI 
Prism 3130.  

Основной целью разработки метода проведения генетической экс-
пертизы КРС по полиморфизму нуклеотидных последовательностей 
ДНК c использованием генетического анализатора типа «Applied Bio-
systems» ABI Prism 3130, является реализация возможности прове-
дения генетической экспертизы КРС по нуклеотидным последователь-
ностям ДНК, замена дорогостоящих импортных наборов реагентов 
реактивами отечественного производства, значительное снижение 
стоимости тестирования, адаптация к требованиям массового анализа 
племенного поголовья Республики Беларусь по происхождению.   

Материал и методика исследований. Работа выполнялась в НИЛ 
промышленной биотехнологии УО «Полесский государственный уни-
верситет», а также сельскохозяйственных племенных предприятиях 
республики. 

Для разработки метода проведения генетической экспертизы КРС 
по полиморфизму нуклеотидных последовательностей ДНК использо-
вали биопробы ткани либо спермы быков-производителей, ткани - бы-
копроизводящих коров и бычков племпредприятий республики. ДНК 
выделяли перхлоратным методом. 

Концентрацию ДНК оценивали спектрофотометрическим методом 
с использованием спектрофотометра Nanodrop 1000 (при длине волны 
260 нм и 280 нм). 

Оптимальная концентрация геномной ДНК, необходимой для про-
ведения мультиплексной реакции, составляет 100-200 нг/мкл (рисунок 
1).  
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Рисунок 1 - Результат определения концентрации ДНК  
на спектрофотометре Nanodrop 1000 

 

Для этого исходный раствор ДНК разбавляли в 200-400 раз и изме-
ряли его оптическую плотность в УФ-свете с длиной волны 260 нм.  

Концентрацию ДНК рассчитывали по следующей формуле: 
С=OD260  x  50  x  f / 1000, 

где: 
       OD260 – оптическая плотность раствора ДНК при длине волны 

260 нм; 
       f – фактор разбавления; 
       1000 – коэффициент для приведения концентраций в мкг/мкл; 
       50 – концентрация ДНК (мкг/мл) при  OD260 = 1. 
Степень очистки, нативность и подвижность ДНК оценивали мето-

дом электрофореза в 0,8% - 1,5% агарозном геле (при напряжении 120 
В  в течение 20 минут). В качестве маркера использовали ДНК извест-
ной концентрации.  

Степень очистки ДНК устанавливали соотношением оптических 
плотностей раствора ДНК при длине волны 260 нм и 280 нм. Для чис-
тых препаратов ДНК это соотношение равно 1,8-2,0 (рисунок 2). 

 

 
 

Рисунок 2 - Результаты определения концентрации, степени очистки, нативности  
и подвижности ДНК методом электрофореза 

 

Синтез необходимых последовательностей микросателлитных ло-
кусов проводили на амплификаторе типа T Professional basic. Визуали-
зацию и анализ результатов амплификации осуществляли с помощью 
системы гель-документирования Quantum. 
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Для определения размерностей стандартной панели микросател-
литных локусов на начальном этапе исследований полимеразную цеп-
ную реакцию  проводили с использованием набора реагентов «Stock-
Marks for the Bovine Kit», который служил контролем и набора реаген-
тов, произведенного в Республике Беларусь, на амплификаторе T Pro-
fessional basic в объеме 15 мкл реакционной смеси. Режим ампли-
фикации состоял из следующих шагов: (1) 95ºС – 10 мин, (2) 94ºС – 
45сек; (3) 61ºС – 45 сек; (4) 72ºС – 60 сек; (5) 72ºС – 60 мин; (6) 25ºС – 
2 часа; (7) 4ºС – hold. Шаги 2-4 были замкнуты в цикл, повторяющиеся 
31 раз. 

Анализ амплифицированных участков ДНК каждого микросател-
литного локуса определяли путем разделения продуктов ПЦР на гене-
тическом анализаторе «ABI Prism 3130». 

Определение длин выявленных генотипов ДНК в исследуемых ло-
кусах проводили при помощи программы GennеMapper Software Ver-
sion 4.0. 

Результаты исследований и их обсуждение. Для проведения 
мультиплексной ПЦР - полимеразной цепной реакции были  тща-
тельно отобраны микросателлитные локусы и подобраны их варианты 
комбинации, для исключения негативных эффектов, обусловленных 
взаимовлиянием реагентов и продуктов реакции разных локусов (таб-
лица 1). 

 
Таблица 1. Характеристика микросателлитных локусов, рекомендованных 

ISAG для проведения достоверности происхождения крупного рогатого скота 
 

Локус Длины фрагментов, (bp) Метка праймера, Dye Цвет 
TGLA227 64-115 FAM Синий 
BM2113 116-146 FAM Синий 
TGLA53 147-197 FAM Синий 
ETH10 198-234 FAM Синий 
SPS115 235-265 FAM Синий 

TGLA126 104-131 JOE Зеленый 
TGLA122 134-193 JOE Зеленый 
INRA23 193-235 JOE Зеленый 
ETH3 90-135 NED Желтый 

ETH225 136-165 NED Желтый 
BM1824 170-218 NED Желтый 

CSSM036 157-187 JOE Зеленый 
HEL1 103-117 JOE Зеленый 

 
В наших исследованиях использовались две мультиплексные реак-

ции, состоящие из 8 и 4 микросателлитных локусов, сформированы  
мультиплексные варианты из 8 (BM1824, BM2113, ETH10, ETH225, 
INRA023, SPS115, TGLA122, TGLA126) и 4 (ETH3, TGLA227, 
TGLA53, HEL1) микросателлитных локусов для проведения ПЦР. 

Успех проведения мультиплексной реакции в значительной сте-
пени зависит от степени очистки и концентрации ДНК. В связи с чем, 
для проведения мультиплексной реакции использовались образцы ге-
номной ДНК концентрация которых не превышала 200 нг/мкл. 

Следующим этапом в подготовке проведения мультиплексной ре-
акции является подбор последовательности праймеров, которые при 
взаимодействии друг с другом будут отжигаться на матрице при одних 
и тех же температурных и временных условиях.  
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Характеристика последовательностей микросателлитных локусов 
ДНК представлена в таблице 2. 

 
Таблица 2. Характеристика праймеров, используемых при проведении мульти-

плексной реакции для определения достоверности происхождения  
крупного рогатого скота 

 
Локус Структура праймера (5’-->3’) Температура отжига, 0С 

BM1824 F 
BM1824 R 

gagcaaggtgtttttccaatc 
cattctccaactgcttccttg 

70 

BM2113 F 
BM2113 R 

gctgccttctaccaaataccc 
cttcctgagagaagcaacacc 

70,5 

CSSM036 F 
CSSM036 R 

aagaagtactggttgccaatcgtg 
ggataactcaaccacacgtctctg 

55 

ETH10 F 
ETH10 R 

gttcaggactggccctgctaaca 
cctccagcccactttctcttctc 

72 

ETH225 F 
ETH225 R 

gatcaccttgccactatttcct 
acatgacagccagctgctact 

70,9 

ETH3 F 
ETH3 R 

gaacctgcctctcctgcattgg 
actctgcctgtggccaagtagg 

72 

HEL1 F 
HEL1 R 

aggctacagtccatgggatt 
gaacagctatttaacaagga 

67 

INRA023 F 
INRA023 R 

gagtagagctacaagataaacttc 
taactacagggtgttagatgaactc 

62 

SPS115 F 
SPS115 R 

aaagtgacacaacagcttctccag aac-
gagtgtcctagtttggctgtg 

72 

TGLA122 F 
TGLA122 R 

ccctcctccaggtaaatcagc 
aatcacatggcaaataagtacatac 

68 

TGLA126 F 
TGLA126 R 

ctaatttagaatgagagaggcttct 
ttggtctctattctctgaatattcc 

67 

TGLA227 F 
TGLA227 R 

cgaattccaaatctgttaatttgct 
acagacagaaactcaatgaaagca 

71 

TGLA53 F 
TGLA53 R 

gctttcagaaatagtttgcattca 
atcttcacatgatattacagcaga 

67 

 
Реакционную смесь для проведения мультиплексной реакции гото-

вили в объеме 15 мкл в составе следующих компонентов (таблица 3): 
При составлении реакционной смеси особое внимание уделили  оп-

тимальной концентрации MgCl2 . 

Проведение мультиплексной полимеразной цепной реакции тре-
бует тщательного подбора оптимальных температурных и временных 
параметров проведения ПЦР. 

Для проведения реакции использовали ПЦР программу: «горячий 
старт» - 3 мин при 95С

0
; 97С

0
-20сек; 32 цикла: денатурация – 30 сек 

при 95С
0
, отжиг – 65С

0
 – 1 сек и 59С

0
 – 1мин 15 сек; синтез 30 сек при 

68С
0
; достройка 30 сек – 70С

0
 и охлаждение 4С

0
. 

Концентрацию и специфичность амплификата оценивали в 1,5% 
агарозном геле (при напряжении 130 В в течение 20 минут).  

Во всех случаях для электрофореза использовали 1х ТВЕ буфер. 
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Таблица 3. Состав реакционной смеси и концентрация используемых  
компонентов 

 
№

 п/п 
компоненты единицы 

измерения 
количество 

компонента 
1 ПЦР буфер  мкл 1,5 
2 MgCl2 (25 mM) мкл 2,1 
3 dNTP mix (10-12 mM)  мкл 1.5 
4  праймеры (mix)  мкл 3 
5 Taq-полимераза  Ед (U) 1 
6 ДНК 1 мкл (конц. 100-200 

нг/мкл) 
мкл 1 

7 вода H2O   мкл до 15 мкл 
Итого:     15 мкл 

       

Визуализацию и анализ результатов осуществляли с помощью сис-
темы гель-документировании Quantum (рисунок 3). 

  

 
 

Рисунок 3. Концентрация и специфичность амплификата мультиплексной реакции 
 

Фрагментный анализ нуклеотидных последовательностей ДНК 
проводили на генетическом анализаторе ABI Prism 3130. 

При этом, соблюдали основные требования, предъявляемые к про-
ведению фрагментного анализа с использованием генетического ана-
лизатора – автоматизированной системы ДНК анализа, основанной на 
многокрасочной флуоресцентной детекции с использованием капил-
лярного электрофореза параллельно в 4-х капиллярах, обеспечиваю-
щей загрузку образцов и весь их последующий анализ в автоматиче-
ском режиме: 

Перед постановкой в секвенатор, проводили денатурацию образцов 
в смеси объемом 15 мкл, включающую: 1,2 мкл амплификата, 0,5 мкл 
LIZ-500 size standard  и 13,3 мкл формамида в амплификаторе в тече-
ние 5 мин – при 95С

0
 и 8 мин – 4С

0
; затем загружали образцы в секве-

натор, руководствуясь протоколом.  
На рисунках 4 и 5 представлены результаты фрагментного анализа, 

и определения генотипа животного, обработанные с помощью про-
граммного обеспечения GeneMapper Software Version 4.0 
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Рисунок 4 - Результаты фрагментного анализа, обработанные с помощью про-
граммного обеспечения GeneMapper Software Version 4.0 

 

   
 

Рисунок 5 – Определение генотипа животного при проведении  
фрагментного анализа 

 
Заключение. Разработанный метод проведения генетической экс-

пертизы по нуклеотидным последовательностям ДНК, определяющий 
методические подходы и порядок проведения оценки достоверности 
происхождения крупного рогатого скота является импортозамещаю-
щим, так как позволяет исключить импорт дорогостоящих наборов 
реагентов, являющихся основной статьей затрат при проведении гене-
тической  экспертизы животных, заменив их отечественными, и сни-
зить затраты тестирования животных минимум в 2,5-3,4 раза, с 65 до 
18,6 у.е. (56440 руб.) за один тест.  

Разработка внедрена в производство. Проводится генетическая экс-
пертиза племенного молодняка крупного рогатого скота предприятий 
Минсельхозпрод.  
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Введение. Маститы коров являются одним из распространенных 
заболеваний, которое наносит огромный экономический ущерб хозяй-
ствам СНГ и Европы [1,2]. По данным большинства отечественных и 
зарубежных ученных заболевание вымени коров имеет преимущест-
венно субклинический характер [3-5] в последствие которого в боль-
шинстве случаев возникают клинические проявления патологии мо-
лочной железы. Исходя из того, что в патогенезе возникновения и раз-
вития мастита важное значение имеют иммунные механизмы защиты, 
именно потому среди современных исследователей на первый план 
выступают методы клинической иммунологии [6,7]. 

Цель работы − изучить неспецифическую иммунобиологическую 
резистентность организма коров при субклиническом мастите.  

Материал и методика исследования. Исследования проводились 
на коровах-аналогах черно-пестрой породы, 3-5-го месяца лактации, 
которые принадлежали различным хозяйствам юго-запада Украины. 
Для эксперимента было сформировано две группы животных. В кон-
трольную группу (n=17) входили клинически здоровые коровы.  
Опытную группу (n=17) составляли животные с диагнозом − субкли-
нический мастит.  

Проведения иммунологического тестирования проводили в специа-
лизированной лаборатории иммунологии репродукции Подольского 
государственного аграрно-технического университета. На первом эта-
пе исследования иммунобиологического статуса определяли состояние  
гуморальных и клеточных факторов неспецифической иммунологиче-
ской резистентности. При этом определяли лизоцимною активность 
сыворотки крови (ЛАСК) в опыте с микробной тест-культурой 
Мicrococcus lysodeiсticus. Бактерицидную активность сыворотки крови 
(БАСК) изучали в опыте с микробным штаммом Е.соli 0,4S-МВА. Кле-
точное звено неспецифического иммунитета изучали в цитохимиче-


