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МЕТОДОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ  
В ИДЕНТИФИКАЦИИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

ПО ПОЛИМОРФИЗМУ НУКЛЕОТИДНЫХ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ДНК 

 
ЕПИШКО Т. И., ЕПИШКО О.А.  

УО «Полесский государственный университет», Беларусь 
labgen@mail.ru 

 
Abstrakt: The method of carrying out of genetic examination on nuclear sequences 

of DNA, defining methodical approaches and an order of carrying out of an estimation of 
reliability of an origin of a horned cattle on the genetic analyzer «Applied Biosystems» 
ABI Prism 3130 is developed, allowing to exclude import of expensive sets of the reagents 
which are basic article of expenses at carrying out of genetic examination of animals, 
having replaced their domestic, and to lower expenses of testing of animals to 3,4 times, 
with 65 to 18,6 $ for one test.  

Key words: microsatellite markers, homozygote, frequencies, genotyping, 
selection. 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Согласно статистическим данным в селекционном процессе по различным 

причинам участвуют 20-30% животных, не соответствующих по своим 
генетическим характеристикам селекционным требованиям, что в значительной 
мере сдерживает селекционный процесс племенного животноводства. 

В соответствии с международными нормами и требованиями по 
сертификации племенной продукции необходимо обязательное проведение 
генетической экспертизы происхождения племенных животных. В настоящее время 
во всем мире единственным способом, позволяющим достичь уровня 99,999% 
достоверности, подтверждающего происхождение 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, но и полного комплекта реагентов, что определяет 
высокую себестоимость тестирования одного животного по STR локусам – около 70 
долларов США, а семьи более 200. Совершенно очевидно, что в этом случае, 
тестирование племенных животных может быть только выборочным 

Учитывая вышесказанное, возникла острая необходимость в разработке 
метода проведения генетической экспертизы крупного рогатого скота по 
полиморфизму нуклеотидных последовательностей ДНК, который позволит 
заменить дорогостоящие импортные наборы реагентов реактивами отечественного 
производства и значительно снизить себестоимость тестирования, и адаптировать  
его к требованиям массового анализа, что и послужило целью настоящих 
исследований. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕДОДЫ 
Работа выполнялась в НИЛ промышленной биотехнологии УО «Полесский 

государственный университет». 
Для разработки метода проведения генетической экспертизы КРС по 

полиморфизму нуклеотидных последовательностей ДНК использовали биопробы 
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ткани либо спермы быков-производителей, ткани - быкопроизводящих коров и 
бычков племпредприятий республики. ДНК выделяли перхлоратным методом. 

Концентрацию ДНК оценивали на спектрофотометре Nanodrop 1000 (при 
длине волны 260 нм и 280 нм, рисунок 1). 

 

 
Рисунок 1.  Результат определения концентрации ДНК на 

спектрофотометре Nanodrop 1000 
 

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. 
Для проведения мультиплексной реакции использовали образцы ДНК с 

концентрацией 100-200 нг/мкл.  
Синтез необходимых последовательностей микросателлитных локусов 

проводили на амплификаторе типа T Professional basic. Визуализацию и анализ 
результатов амплификации осуществляли с помощью системы гель-
документирования Quantum. 

Для определения размерностей стандартной панели микросателлитных 
локусов на начальном этапе исследований полимеразную цепную реакцию  
проводили на амплификаторе T Professional basic с использованием набора 
реагентов «Stock-Marks for the Bovine Kit», который служил контролем, а в 
последующем и набора реагентов, произведенного в Республике Беларусь, в объеме 
15 мкл реакционной смеси. Режим амплификации 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. 
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Анализ амплифицированных участков ДНК каждого микросателлитного 
локуса определяли путем разделения продуктов ПЦР на генетическом анализаторе 
«ABI Prism 3130». 

Определение длин выявленных генотипов ДНК в исследуемых локусах 
проводили при помощи программы GennеMapper Software Version 4.0. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для проведения мультиплексной ПЦР были тщательно отобраны 

микросателлитные локусы, рекомендованные ISAG для проведения достоверности 
происхождения крупного рогатого скота, и подобраны их варианты комбинации для 
исключения негативных эффектов, обусловленных взаимовлиянием реагентов и 
продуктов реакции разных локусов (таблица 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 реакции, 

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. 

Необходимо отметить, что успех проведения мультиплексной реакции в 
значительной степени зависит от степени очистки и концентрации ДНК. В связи с 
чем, для проведения мультиплексной реакции использовались образцы геномной 
ДНК, концентрация которых не превышала 200 нг/мкл. 

Следующим этапом в подготовке проведения мультиплексной реакции 
является подбор последовательности праймеров, которые при взаимодействии друг 
с другом будут отжигаться на матрице при одних и тех же температурных и 
временных условиях.  

Характеристика последовательностей микросателлитных локусов ДНК, 
отобранных для проведения анализа, представлена в таблице 2. 
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Таблица 2.  Характеристика праймеров, используемых при проведении 
мультиплексной 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 
aacgagtgtcctagtttggctgtg 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 готовили в 
объеме 15 мкл в составе следующих компонентов (таблица 3). 

При составлении реакционной смеси особое внимание уделяли  оптимальной 
концентрации MgCl2 . 

Проведение мультиплексной полимеразной цепной реакции требует 
тщательного подбора оптимальных температурных и временных параметров 
проведения ПЦР. 

Для проведения реакции использовали ПЦР программу: «горячий старт» – 3 
мин при 95С0; 97С0-20сек; 32 цикла: денатурация – 30 сек при 95С0, отжиг – 65С0 – 
1 сек и 59С0 – 1мин 15 сек; синтез 30 сек при 68С0; достройка 30 сек – 70С0 и 
охлаждение 4С0. 

Концентрацию и специфичность амплификата оценивали в 1,5% агарозном 
геле (при на пряжении 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 системы гель-

документировании Quantum (рисунок 2). 

 
Рисунок 2.  Концентрация и специфичность амплификата 

мультиплексной реакции 
Представленные результаты детекции свидетельствует о том, что продукт, 

полученный в ходе проведения амплификации, соответствует необходимым 
характеристикам, предъявляемым к амплификатору и пригоден для проведения 
фрагментного анализа на генетическом анализаторе ABI Prism 3130. 

При этом, соблюдали основные требования, предъявляемые к проведению 
фрагментного анализа с использованием генетического анализатора – 
автоматизированной системы ДНК анализа, основанной на многокрасочной 
флуоресцентной детекции с использованием капиллярного электрофореза 
параллельно в 4-х капиллярах, обеспечивающей загрузку образцов и весь их 
последующий анализ в автоматическом 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 течение 5 мин – при 95С0 и 8 мин – 4С0; 
затем загружали образцы в секвенатор, руководствуясь протоколом.  

На рисунках 4 и 5 представлены результаты фрагментного анализа, и 
определения генотипа животного, обработанные с помощью программного 
обеспечения GeneMapper Software Version 4.0 

 
Рисунок 3.  Результаты фрагментного анализа, обработанные 

с помощью программного обеспечения GeneMapper Software Version 4.0 
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Рисунок 4.  Определение генотипа животного при проведении 

фрагментного анализа 
ВЫВОДЫ 
Разработанный метод проведения генетической экспертизы по нуклеотидным 

последовательностям ДНК, определяющий методические подходы и порядок 
проведения оценки достоверности происхождения крупного рогатого скота 
позволяет исключить импорт дорогостоящих наборов реагентов, являющихся 
основной статьей затрат при проведении генетической  экспертизы животных, 
заменив их отечественными, и снизить затраты тестирования животных минимум 
в 2,5-3,4 раза, с 65 до 18,6 у.е за один тест.  

Разработка внедрена в производство. Проводится генетическая экспертиза 
племенного молодняка крупного рогатого скота предприятий Минсельхозпрод.  
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АНАЛИЗ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИЗМЕНЧИВОСТИ 
ПОПУЛЯЦИЙ ЧЕРНО-ПЕСТРОГО КРУПНОГО 

РОГАТОГО СКОТА ПО STR-ЛОКУСАМ 
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УО «Полесский государственный университет», Беларусь 
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Abstract: On the basis of  Polessky state university in research laboratory 
biotechnologies has been carried out the comparative analysis  11 microsatellite markers 
of DNA: ВМ1824, ВМ 2113, ЕТН10, ETH225. ETH3, INRA023, SPS115, TGLA122, 
TGLA126, TGLA227, TGLA53, an estimation of level homozygote. Plural homozygote, 
frequencies of occurrence alleles variants  sequences DNA among animals black-motley 
cattle.  

Key words: microsatellite markers, homozygote, frequencies. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
Изучение структурно-функциональной организации генома 

сельскохозяйственных животных является одним из необходимых условий 
повышения эффективности их селекции. На современном этапе исследование 
отдельных областей генома или отдельных локусов возможно при наличии 
сцепленных с этим локусом полиморфных маркеров. Среди существующих 
генетических маркеров ведущее положение заняли микросателлитные 
последовательности. В геноме крупного рогатого скота идентифицировано более 
2000 микросателлитных последовательностей ДНК – это короткие 1-6-
нуклеотидные тандемные повторы, длиной до 200 пар нуклеотидов, 
характеризуются высоким уровнем полиморфизма, обилием аллелей, в среднем 6-8 
на локус, и высоким уровнем информативности [3]. 

Полиморфизм микросателлитных локусов используется в программах карти-
рования генома, при изучении генетической структуры породы, в анализе гене-
тических расстояний между линиями, породами и популяциями, в оценке гене-
тической вариабельности и внутривидового родства, а также для прогноза  воз-
можного гетерозиготного  эффекта при скрещивании [4]. 

 На современном уровне развития науки важен вопрос сохранения генетиче-
ской изменчивости сельскохозяйственных животных, которая имеет тенденцию к 
снижению в результате интенсивного и одностороннего скрещивания [1]. 

Важным параметром динамики генетической изменчивости состава популя-
ций является гетерозиготность. На гетерозиготность популяций влияют: мута-
ционный процесс, различные типы отбора, дрейф генов, неслучайное скрещивание 
и другие факторы. Поэтому ее оценка в настоящее время необходима практически 
во всех популяционно-генетических исследованиях. 

Гетерозиготность служит мерой генетической изменчивости популяций, она 
определяется как средняя частота особей гетерозиготных по отношению к 
численности популяций по определенным локусам. Это мера изменчивости, которая 
служит оценкой вероятности того, что два аллеля данного локуса, взятые наугад из 
генофонда популяции, окажутся различными. Высокая гетерозиготность обеспе-
чивает большое количество информативных мейозов (случаев рекомбинации), что 
повышает эффективность тестов сцепления [2]. 

362

mailto:labgen@mail.ru


 

Увеличение гомозиготности сопровождается снижением генетического и фе-
нотипического разнообразия и приводит к повышению однородности популяций.  

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕДОДЫ 
На базе УО «Полесский государственный университет» в научно-

исследовательской лаборатории промышленной биотехнологии был проведен 
сравнительный анализ полиморфизма 11 микросателлитных маркеров ДНК: 
ВМ1824, ВМ 2113, ЕТН10, ETH225, ETH3, INRA023, SPS115, TGLA122, TGLA126, 
TGLA227, TGLA53, и оценка уровня гомо-и гетерозиготности, частот 
встречаемости аллельных вариантов нуклеотидных последовательностей ДНК в 
популяциях животных чёрно-пёстрой породы крупного рогатого скота СПК АК 
«Снов» (n=54), ОАО «1-я Минская птицефабрика» (n=27) и РУСП ПЗ «Красная 
звезда» (n=197). 

ДНК выделяли перхлоратным методом из биопроб ткани и спермы 
животных. Амплификацию проводили с использованием мультиплексной ПЦР в 
режиме: «горячий старт» - 3 мин при 95С0; 97С0-20сек; 32 цикла: денатурация – 30 
сек при 95С0, отжиг – 65С0 – 1 сек и 59С0 – 1мин 15 сек; синтез 30 сек при 68С0; 
достройка 30 сек – 70С0 и охлаждение 4С0. Концентрацию и специфичность 
амплификата оценивали в 1,5% агарозном геле (при напряжении 130 В в течение 20 
минут).  

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

Перед постановкой в секвенатор, осуществляли денатурацию образцов в 
смеси объемом 15 мкл, включающей: 1,2 мкл амплификата, 0,5 мкл LIZ-500 size 
standard  и 13,3 мкл формамида в амплификаторе в течение 5 мин – при 95С0 и 8 
мин – 4С0; затем загружали образцы в секвенатор, руководствуясь протоколом.  

Результаты фрагментного анализа, и определение генотипа животного, 
обрабатывали с помощью программного обеспечения GeneMapper Software Version 
4.0. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
В результате исследования было идентифицировано 471аллель изучаемых 

локусов: 101 аллель у животных СПК АК «Снов» и 95 - ОАО «1-я Минская пти-
цефабрика» и 275 -  РУСП ПЗ «Красная звезда» (табл. 1). 

Анализируя полученные данные по СПК АК «Снов» и ОАО «1-я Минская 
птицефабрика» выявлено, что  наибольшее количество аллелей наблюдалось в 
локусах TGLA122 (16 в СПК АК «Снов») и ЕТН10 (12 в ОАО «1-я Минская 
птицефабрика»). Остальные аллели характеризовались достаточно равномерным 
распределением в специфических локусах (от 7 до 15), кроме локуса TGLA126 у 
животных предприятия ОАО «1-я Минская птицефабрика», по которому было 
идентифицировано только пять аллелей. 

Результаты исследований свидетельствуют о том, что в обеих популяциях 
крупного рогатого скота микросателлитные локусы характеризуются высокой 
степенью полиморфизма. Так, показатель степени средней наблюдаемой гете-
розиготности для каждого маркера превысил среднюю ожидаемую гетерози-
готность в обоих случаях. 

Установлено, что популяция животных ОАО «1-я Минская птицефабрика» 
отличается более высокой гетерозиготностью (91,1%) в сравнении с популяцией 
СПК АК «Снов» (82%). Такая картина может быть, прежде всего, причиной дрейфа 
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генов извне в результате искусственного осеменения животных, искусственного 
отбора и условий содержания животных. 

 
Таблица 1. Показатели гетерозиготности популяции 

  

СПК АК «Снов» ОАО «1-я Минская птицефаб-
рика» 

Локус 
n , 

% H, % ,% ср, 
% n , 

% 
H, 
% ,% ср, 

% 

BM1824 12 79,7 92,6 7 79,5 81,5 
BM 2113 8 24,9 77,8 12 81,8 96,3 
ETH10 10 45,7 72,2 12 83,9 100 

ETH 225 9 75,6 31,5 7 71,8 88,9 
ETH 3 8 69,9 94,4 7 66,1 87,5 

INRA023 9 64,2 100 8 66,4 88,9 
SPS115 8 40,4 81,5 8 28,1 88,9 

TGLA122 16 75,8 92,6 11 77,5 100 
TGLA 126 8 36,8 66,7 5 36,4 70,4 
TGLA227 13 84,6 100 9 77,3 100 
TGLA 53 15 85,5 

62,13 

93,5 

82 

10 86,7 

68,7 

100 

91,1 

Примечание:Ожидаемая гетерозиготность ( ), средняя ожидаемая гетерозиготность  (H), 
наблюдаемая гетерозиготность ( ), средняя наблюдаемая гетерозиготность ( ср) 

 
Нами так же  проведен анализ 197 образцов ДНК племенных животных 

крупного рогатого скота чёрно-пёстрой породы, разводимых в РУСП ПЗ «Красная 
звезда». Была проведена оценка гетерозиготности исследованной выборки 
животных, которая является одним из важных параметров в вопросах динамики 
генетической изменчивости популяции  (таблица 2).  

Выявлен низкий уровень полиморфизма в локусах ETH3 и BM1824, 
представленных  16 и 18 аллелями, размер нуклеотидных последовательностей 
которых варьировал от 114 до 129 п.н. и от 171 до 191 п.н., соответственно. 
Наибольшим количеством аллельных вариантов обладали локусы TGLA122, 
TGLA227, TGLA53, в которых было идентифицировано 32, 34, 32 аллели, с 
длинной нуклеотидных последовательностей от 135 до 183 п.н., от 74 до 115 п.н., от 
147 до 186 п.н., соответственно. Полиморфизм локусов  BM2113, ETH10, ETH225, 
INRA023, SPS115 и TGLA126 составил  21, 20, 23, 25, 21 и 21 аллель, 
соответственно. 

Данные, представленные в таблице, свидетельствуют о том, что в среднем по 
11 локусам фактическая гетерозиготность составила 88%, а ожидаемая 87%. 
Ожидаемая и фактическая степень гетерозиготности является хорошей 
предпосылкой генетической изменчивости, образующей полезные варианты для 
эффективной селекции. В наших исследованиях не было обнаружено значимого 
отклонения фактической гетерозиготности от теоретически ожидаемой. Как следует 
из анализа результатов данных, уровень гетерозиготности всех изучаемых 
микросателлитных последовательностей превысил 50%, что даёт возможность  
использования представленных микросателлитных маркеров в качестве маркеров 
для паспортизации, идентификации и подтверждения происхождения отдельных 
особей, пород и популяций крупного рогатого скота. 
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Таблица 2. Показатели гетерозиготности популяции КРС  
РУСП ПЗ “Красная звезда”. 

Микросателлитные локусы  

B
M

18
24

 

B
M

 2
11

3 

ET
H

10
 

ET
H

 2
25

 

ET
H

 3
 

IN
R

A
02

3 

SP
S1

15
 

TG
LA

12
2 

TG
LA

 
12

6 
TG

LA
22

7 
TG

LA
 5

3 

Средн. 
гетерози-
готность по 
11 локусам, 

% 
Фактическая 
гетерозиготность,% 87 96 91 84 90 84 74 92 88 97 90 88 
Ожидаемая 
гетерозиготность,% 85 91 85 91 78 90 78 89 86 92 92 87 
Количество аллель-
ных вариантов 18 21 20 23 16 25 21 32 34 33 32  

ВЫВОДЫ 
Исходя из полученных данных, можно сделать вывод, что такой 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 разнообразия и частот генотипов. В будущем, эти 
маркеры будут использованы в поиске ассоциации с хозяйственно-полезными 
признаками. 
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ВЛИЯНИЕ ВОЗРАСТА КОРОВ  
И ГЕНЕАЛОГИЧЕСКОЙ ЛИНИИ БЫКОВ   

НА РЕПРОДУКТИВНЫЕ АНОМАЛИИ  У КОРОВ  
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Abstract: Subject of the study were 1321 Holstein Frisian cows from the herd of 

Agricultural Institute - Shumen with a total of 4309 calvings within the period 1976-2007. 
The overall number of stillborn calves in the two age groups was 247. To test the effect of 
age of cows and genealogical line of sires a dispersion analysis of non-orthogonal 
complex of traits, constructed by Eftimov (1972), was used. 

The results indicate that age of cows plays significant effect on the rate of stillborn 
offspring. It was established that sires’ lineage does not influence the incidence of 
stillbirth. 

Key words: stillbirth, cows, genealogical line 
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