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В исследованиях генофонда различных пород и популяций, установления их генетиче-
ской структуры и разнообразия в настоящее время используются различные подходы, в том 
числе молекулярно-генетические методы. Развитие методов молекулярной генетики от-
крыло новые возможности для оценки генетического разнообразия, установления популяци-
онной структуры и контроля степени инбридинга. Одним из типов молекулярно-генетиче-
ских маркеров являются микросателлиты. Целью исследований стала генетическая оценка 
с помощью микросателлитных маркеров новоталицкой и шебалинской популяций маралов. 
Молекулярно-генетические исследования были проведены совместно с лабораторией биоин-
женерии на базе Алтайского государственного университета. Биоматериал от маралов-
рогачей (хрящевая ткань ушных раковин) отобран в филиале ОС «Новоталицкое» ФГБНУ 
ФАНЦА (Чарышский район, Алтайский край) и ООО «Марал-Толусома» (Шебалинский рай-
он, Республика Алтай). Полиморфизм в популяциях маралов изучен на 5 маркерах (ETH225, 
Haut14, ILSTS06, INRA35, MM12). Установлено, что число аллелей данных локусов в новота-
лицкой популяции варьирует от 7 (ММ12) до 34 (ILSTS06), а в шебалинской популяции – от 8 
(ММ12) до 27 (ILSTS06, ETH225), в среднем по 21,8 аллелей в каждой. При анализе 5 локусов 
обнаружено по 109 аллелей в каждой популяции. Наиболее распространенными генотипами 
в новоталицкой популяции являются 091/091 локуса ММ12, в шебалинской – 090/090 локуса 
ММ12 и 103/103 локуса INRA35. Гетерозиготность по микросателлитным локусам варьи-
рует от 0,00 по локусу ММ12 до 0,56 по локусу ILSTS06 (новоталицкая и шебалинская по-
пуляции) и 0,57 по локусу ЕТН225 (новоталицкая популяция). В результате анализа выявлен 
достаточно высокий уровень инбридинга в популяциях.
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розиготность, полиморфизм.

Введение

Генетика популяций изучает закономерности наследования признаков и гене-
тическую структуру популяций при их естественном размножении [1, 6, 10].

Генетическая структура популяций во многом определяется типом размноже-
ния особей и представляет собой совокупность таких процессов, как особенности 
наследования и распределения аллелей, генотипов и фенотипов в популяции, а также 
типов ее изменчивости [5, 9, 13].

В вопросах динамики генетического состава популяций важным параметром 
является гетерозиготность. Ее оценка в настоящее время необходима практически 
во всех популяционно-генетических исследованиях [2, 16].

В животноводстве популяционная генетика имеет важное прикладное зна-
чение. Она определяет направление селекции, решает вопросы ее эффективности 
в породах и популяциях, изучает генетические процессы, протекающие в популяци-
ях [15].
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В популяционной генетике в последнее время все чаще стали применяться 
микросателлитные маркеры, поскольку они встречаются в геноме в большом количе-
стве и характеризуются наличием полиморфных вариантов [7, 8, 14].

Микросателлитные маркеры с успехом применяются в исследованиях оленей 
для решения разного рода задач, в том числе для установления генетической струк-
туры и степени биоразнообразия популяций, выявления генетических взаимоотно-
шений внутри одного вида, для решения вопросов, связанных с эволюцией и проис-
хождением оленеводства, историей и процессом одомашнивания [3, 4, 11, 12].

В настоящее время малоизученным с генетической точки зрения сельскохо-
зяйственным животным остается представитель подвида благородных оленей – ма-
рал (Сervus elaphus sibiricus). Биологическое разнообразие маралов представляет 
большой интерес с точки зрения популяционной генетики, сохранения генофонда, 
выявления высокоценных генотипов. Изучение полиморфизма ДНК даст возмож-
ность исследовать генетическую структуру, дифференцировать и идентифицировать 
популяции маралов, что и обусловило цель проведенных исследований.

Цель исследований: генетическая оценка новоталицкой и шебалинской по-
пуляций маралов с помощью микросателлитных маркеров.

Задачи достижения цели исследований заключались в том, чтобы:
- изучить полиморфизм 5 локусов микросателлитов новоталицкой и шебалин-

ской популяций маралов;
- произвести расчет основных популяционно-генетических показателей;
- проанализировать степень инбридинга в двух популяциях маралов.

Материал и методы исследований

Работа по изучению полиморфизма микросателлитных маркеров проведена 
в лаборатории биотехнологии пантовых оленей отдела ВНИИПО ФГБНУ ФАН-
ЦА совместно с лабораторией биоинженерии на базе Алтайского государственного 
университета.

Биоматериал от маралов-рогачей (хрящевая ткань ушных раковин) отобран 
в филиале «ОС «Новоталицкое» ФГБНУ ФАНЦА (Чарышский район, Алтайский 
край) – новоталицкая популяция, в ООО «Марал-Толусома» (Шебалинский район, 
Республика Алтай) – шебалинская популяция.

Проведен скрининг полиморфизма 13 микросателлитных маркеров (BM1818, 
Cer14, CSPS115, CSSM14, CSSM16, CSSM19, CSSM22, CSSM66, ETH225, Haut14, 
ILSTS06, INRA35, MM12), ранее приводимыми как маркерные и ассоциирован-
ные с размером рогов. Полиморфизм был выявлен с помощью 5 маркеров (ETH225, 
Haut14, ILSTS06, INRA35, MM12). Данные микросателлиты использованы нами 
в настоящих исследованиях.

Выделение ДНК было основано на преципитации ДНК (Diamond DNA) из уш-
ной ткани рогачей. ПЦР проведена в реакционном объеме 20 мкл, содержащем 2 × бу-
фер для ПЦР BiolabMix, 0,5 мкл каждого праймера и 1 мкл ДНК. Программа ампли-
фикации состояла из начальной денатурации при 94 ºС в течение 3 мин, затем 35 ци-
клов денатурации при 94 ºС в течение 1 мин, отжиг при X ºС в течение 1 мин и уд-
линение при 72 ºС в течение 1 мин. Конечная элонгация – 3 мин при 72 ºС (табл. 1).

Анализ длины микросателлитов проведен с помощью капиллярного 
гель-электрофореза на приборе QIAxcel Advanced и набора для разделения фрагмен-
тов ДНК QIAxcel DNA High Resolution.

Данные об аллелях каждого животного послужили основой для статистиче-
ской обработки результатов по стандартным методикам (n = 190).
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Таблица 1
Условия проведения ПЦР и последовательности праймеров

Название 
локуса

Последовательность
праймера 5’-3’

Температура 
отжига, ºС

Тип 
повтора

MM12 F caagacaggtgtttcaatct
R atcgactctggggatgatgt 55 Pure (GT)

Haut14 F ccagggaagatgaagtgacс
R tgaccttcactcatgttattaa 53 Pure (GT)

INRA35 F ttgtgctttatgacactatccg
R atcctttgcagcctccacattc 56 Pure (GT)

ETH225 F acatgacagccagctgctact
R gatcaccttgccactatttcct 56 Interrupted (GT)

ILSTS06 F tgtctgtatttctgctgtgg
R acacggaagcgatctaaacg 54 Pure (GT)

Каждый локус оценивали по длине, числу аллелей, частоте встречаемости, на-
блюдаемой и ожидаемой гетерозиготности. В ходе изучения генетической структуры 
популяций маралов выявлены генотипы по каждому локусу.

На основе матрицы длин аллелей по 5 локусам проанализирована степень ин-
бридинга в новоталицкой и шебалинской популяциях марала. На основании расчета 
представлены две оценки Fis: оценка Weir & Cockerham (W&C) и оценка Robertson 
& Hill (R&H) [17, 18].

Результаты и их обсуждение

В результате микросателлитного анализа ДНК маралов новоталицкой и ше-
балинской популяций получена характеристика аллельного разнообразия и частот 
генотипов исследуемых микросателлитных локусов.

В ходе проведения сравнительной генетической характеристики локуса 
Haut14 в новоталицкой популяции обнаружено 19 аллелей длиной от 117 до 144 п.н., 
а в шебалинской – 24 аллеля длиной от 114 до 148 п.н. У животных новоталицкой по-
пуляции чаще других встречался аллель длиной 125 (0,255) и 126 п.н. (0,213), а в ше-
балинской – длиной 124 (0,191) и 126 п.н. (0,128). Редкими аллелями данного локуса 
в новоталицкой популяции являются аллели 117, 140 и 144 (0,005), а в шебалинской – 
120 и 148 (0,005). Возможно, данные аллели появились вследствие мутационного 
процесса.

По локусу Haut14 у маралов новоталицкой популяции выявлено 32 генотипа. 
Наиболее часто встречались генотипы 125/125 (21%), 126/126 (21%) и 127/127 (10%). 
На долю генотипов с частотой встречаемости 0,010 приходилось 23%. В шебалин-
ской популяции по данному локусу выявлено 39 генотипов. Наиболее часто встреча-
лись генотипы 124/124 (16%) и 126/126 (12%). Генотипов с частотой встречаемости 
0,010 было 28%.

У маралов новоталицкой популяции выявлено 7 аллелей локуса ММ12 раз-
мером от 090 до 096 п.н. Наибольшая частота встречаемости отмечена для аллелей 
длиной 091 (0,448) и 093 п.н. (0,188). Редкие аллели в данном локусе не выявлены. 
Полиморфизм данного локуса в шебалинской популяции представлен 8 аллелями 
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от 090 до 097 п.н. В шебалинской популяции в отличие от новоталицкой обнаружен 
аллель длиной 097 п.н. (0,043). В шебалинской популяции наибольшее распростра-
нение получил аллель длиной 090 п.н. (0,447).

В новоталицкой популяции маралов по локусу ММ12 выявлено 7 различных 
генотипов. Наиболее часто встречались генотипы 091/091 (45%) и 093/093 (19%). 
В шебалинской популяции выявлено 8 генотипов. Наибольшее распространение по-
лучил генотип 090/090 (45%).

В результате анализа ДНК по локусу ILSTS06 у маралов новоталицкой попу-
ляции обнаружено 34 аллеля длиной от 263 до 298 п.н., что свидетельствует о высо-
кой полиморфности. Наибольшее распространение имели аллели длиной 279 (0,104), 
280 (0,094) и 275 п.н. (0,057). У маралов шебалинской популяции выявлено 27 ал-
лельных вариантов локуса ILSTS06 размером от 263 до 292 п.н. Наибольшее распро-
странение имели аллели длиной 283 (0,096), 282 (0,090) и 264 п.н. (0,080).

У маралов новоталицкой популяции по данному локусу выявлено 66 различ-
ных генотипов. Наиболее часто встречались генотипы 279/279 (7%) и 280/280 (6%). 
Обнаружено большое число редких генотипов (55%) с частотой встречаемости 0,010. 
В шебалинской популяции выявлено 57 генотипов. Более распространенными гено-
типами являлись 283/283 (6%) и 291/291 (5%). На долю редких генотипов с частотой 
встречаемости 0,010 приходилось 41%.

По локусу ETH225 у маралов новоталицкой популяции определено 29 алле-
лей, длина которых варьировала в пределах 149–186 п.н. В представленном диа-
пазоне 7 аллелей (156, 157, 162, 163, 164, 168, 169) имели частоту больше 0,05. 
В шебалинской популяции выявлено 27 аллельных вариантов локуса ETH225 раз-
мером от 150 до 186 п.н. Наибольшее распространение получил аллель длиной 
157 п.н. (0,144).

В новоталицкой популяции маралов по локусу ETH225 представ-
лено 60 генотипов. Наибольшее распространение получили два генотипа 
156/156 и 162/162–6 и 5% соответственно. Имеется значительное число генотипов 
с частотой встречаемости 0,010 (46%). У маралов шебалинской популяции по дан-
ному локусу выявлено 50 различных генотипов. Чаще других встречались генотипы 
157/157 (10%) и 150/150 (6%). Число генотипов с частотой встречаемости 0,010 со-
ставило 35%.

У маралов новоталицкой популяции по локусу INRA35 определено 20 ал-
лелей длиной 101–162 п.н. При этом наиболее часто присутствуют аллели длиной 
103 (0,307), 110 (0,167), 104 п.н. (0,146). Редкими аллелями в данном локусе являют-
ся 113, 117, 124, 126, 135, 162–0,005. У шебалинской популяции маралов по локусу 
INRA35 определено 23 аллеля длиной 098–162 п.н. Наибольшее распространение 
получили аллели длиной 103 (0,351), 104 (0,138), 110 п.н. (0,117).

В новоталицкой популяции по локусу INRA35 выявлено 26 генотипов. Наи-
большей частотой встречаемости характеризуются генотипы 103/103 (24%), 
104/104 (11%) и 110/110 (11%). Генотипов с частотой встречаемости 0,010 было 13%. 
У животных шебалинской популяции выявлено 38 генотипов по данному локусу. 
Наиболее часто встречались генотипы 103/103 (31%) и 104/104 (12%). С частотой 
встречаемости 0,010 было 29% генотипов.

Как известно, для описания своеобразия генофондов актуальны уникальные 
или оригинальные аллели, которые амплифицируются в ПЦР с пробами ДНК лишь 
из одной популяции. Они более информативны для оценки специфики генофондов, 
дополняют именно на популяционном уровне описание оригинальности генофонда. 
В ходе изучения полиморфизма 5 локусов микросателлитов в новоталицкой и шеба-
линской популяциях маралов было выявлено по 25 уникальных аллелей.
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Мерой генетической изменчивости в популяции является степень наблюдае-
мой гетерозиготности. Частота гетерозигот – важный показатель, поскольку каждая 
гетерозигота несет разные аллели и иллюстрирует наличие изменчивости.

Для точной оценки изменчивости популяции вводится показатель ожидаемой 
гетерозиготности, рассматривающий уровень аллельного разнообразия. В связи 
с этим нами была дана оценка наблюдаемой и ожидаемой степени гетерозиготности, 
рассчитанная по каждому локусу.

Разные микросателлиты имели неодинаковое максимальное число аллелей. 
Всего идентифицировано в 5 микросателлитных локусах по 109 аллелей в каждой 
популяции. Итоговые результаты отражены в таблице 2.

Ожидаемая гетерозиготность оказалась достаточно высокой у всех микро-
сателлитов: 0,73–0,95 (р<0,001). Выявлено, что количество гомозиготных особей 
превышает количество гетерозиготных по двум локусам Haut14 и INRA35. По ло-
кусу ММ12 гетерозиготные особи в обеих популяциях не обнаружены. По локусам 
ILSTS06 (новоталицкая и шебалинская популяции) и ETH225 (новоталицкая популя-
ция) наблюдается перевес в сторону гетерозигот.

Селекция на закрепление и улучшение показателей пантовой продуктивности 
при помощи инбридинга способствует увеличению численности гомозиготных осо-
бей в популяции.

Таблица 2
Показатели генетического разнообразия маралов

Локус Количество
аллелей

Длина 
аллелей, п.н. Но Не

новоталицкая популяция

Haut14 19 117–144 0,24 0,86

ММ12 7 090–096 0,00 0,73

ILSTS06 34 263–298 0,56 0,95

ETH225 29 149–186 0,57 0,94

INRA35 20 101–162 0,32 0,83

среднее 21,8±5,19 - 0,33±0,119 0,86±0,045

шебалинская популяция

Haut14 24 114–148 0,23 0,91

ММ12 8 090–097 0,00 0,74

ILSTS06 27 263–292 0,56 0,94

ETH225 27 150–186 0,46 0,93

INRA35 23 098–162 0,24 0,83

среднее 21,8±3,96 - 0,29±0,109 0,87±0,042
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На основе матрицы длины аллелей по 5 локусам проанализирована сте-
пень инбридинга в новоталицкой и шебалинской популяциях марала. На осно-
вании расчета представлены: стандартная ошибка (S.E.) оценки коэффициента 
инбридинга; две оценки Fis; оценка Weir & Cockerham (W&C); оценка Robertson 
& Hill (R&H). Коэффициент R&H имеет более низкую дисперсию при нулевой 
гипотезе. Приводится количество «шагов»: для алгоритма цепей Маркова – ко-
личество выполненных «переключений» (изменение генотипической матрицы). 
В таблице 3 представлены результаты оценки коэффициента инбридинга для от-
дельных локусов.

Коэффициент инбридинга (Fis) указывает на степень инбридинга в попу-
ляции. В результате анализа выявлен достаточно высокий уровень инбридинга: 
от 0,3930 (0,3164) для локуса ETH225 до 1,0000 (1,0108) для локуса MM12.

Среднее значение по всем локусам для новоталицкой популяции состави-
ло 0,6291 (W&C) и 0,5124 (R&H), для шебалинской популяции по всем локусам – 
0,6747 и 0,6182 соответственно.

Проведенные генетические исследования маралов Алтайского края и Респу-
блики Алтай наглядно показывают уникальность и своеобразие местных популя-
ций. Поскольку повышение уровня гомозиготности может приводить к ухудшению 
многих признаков, необходимо уточнить причины дефицита гетерозигот, которыми 
могут быть закрытость популяции, наличие в выборке особей из генетически одно-
родных групп, малый объем изучаемой выборки. Для поддержания оптимального 
уровня генетического разнообразия необходимо проводить контроль параметров ге-
нетической структуры популяции, ротацию рогачей-производителей.

Таблица 3
Оценка коэффициента инбридинга для отдельных локусов

Локус P-val S.E. W&C R&H Steps

новоталицкая популяция

Haut14 0,0000 0,0000 0,7234 0,4630 3378 switches

MM12 0,0000 0,0000 1,0000 1,0105 32066 switches

ILSTS06 0,0000 0,0000 0,4140 0,3044 1530 switches

ETH225 0,0020 0,0020 0,3930 0,3164 2041 switches

INRA35 0,0000 0,0000 0,6149 0,4679 1929 switches

шебалинская популяция

Haut14 0,0000 0,0000 0,7456 0,6571 2820 switches

MM12 0,0000 0,0000 1,0000 1,0108 21926 switches

ILSTS06 0,0000 0,0000 0,4066 0,3438 2831 switches

ETH225 0,0000 0,0000 0,5131 0,4785 2333 switches

INRA35 0,0000 0,0000 0,7080 0,6009 1743 switches
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Выводы

1. Изученные микросателлиты (Haut14, MM12, ILSTS06, ETH225, INRA35) 
имели неодинаковое максимальное число аллелей. Число аллелей отдельных локу-
сов в новоталицкой популяции варьирует от 7 (ММ12) до 34 (ILSTS06), а в шеба-
линской популяции – от 8 (ММ12) до 27 (ILSTS06, ETH225), в среднем – по 21,8 
аллелей в каждой. Всего при анализе 5 локусов обнаружено по 109 аллелей в каж-
дой популяции. Частота встречаемости аллелей у исследуемых животных варьи-
рует от 0,005 до 0,448. Наибольшую распространенность среди аллелей 5 локусов 
в новоталицкой популяции имеет аллель 091 п.н. локуса ММ12 и 103 п.н. локуса 
INRA35, а в шебалинской популяции – аллель 090 п.н. локуса ММ12 и 103 п.н. ло-
куса INRA35.

2. Наиболее распространенными генотипами в новоталицкой популяции явля-
ются 091/091 локуса ММ12, в шебалинской – 090/090 локуса ММ12 и 103/103 локу-
са INRA35. Высокая частота встречаемости данных генотипов позволяет считать их 
характерными для новоталицкой и шебалинской популяций соответственно. С ча-
стотой встречаемости 0,010 в новоталицкой популяции установлено 127 генотипов, 
в шебалинской – 120.

3. Гетерозиготность по микросателлитным локусам варьирует от 0,00 по ло-
кусу ММ12 до 0,56 по локусу ILSTS06 (новоталицкая и шебалинская популяции) 
и 0,57 по локусу ЕТН225 (новоталицкая популяция). В обеих популяциях по 5 локу-
сам ожидаемая гетерозиготность превышала наблюдаемую.

4. В результате анализа выявлен достаточно высокий уровень инбридин-
га: от 0,3930 (0,3164) для локуса ETH225 до 1,0000 (1,0108) для локуса MM12. 
Среднее значение по всем локусам для новоталицкой популяции составило 
0,6291 (W&C) и 0,5124 (R&H), для шебалинской популяции по всем локусам – 
0,6747 и 0,6182 соответственно.

5. Большой интерес представляют уникальные аллели, встречающиеся толь-
ко в одной популяции. В каждой популяции было выявлено по 25 уникальных 
аллелей.
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GENETIC EVALUATION 
OF THE NOVOTALITSKAYA AND SHEBALINSKAYA POPULATIONS 

OF MARALS (CERVUS ELAPHUS SIBIRICUS)

M.V. LUBENNIKOVA, V.A. AFANAS’EV, 
K.A. AFANAS’EV, A.A. NEPRIYATEL’

(Federal Altai Scientific Centre of Agro-BioTechnologies)

Currently, various approaches, including molecular genetic methods, are used to study 
the gene pool of different breeds and populations and to determine their genetic structure and di-
versity. The development of molecular genetic methods has opened up new possibilities for evaluat-
ing genetic diversity, determining population structure, and controlling the degree of inbreeding. 
One type of molecular genetic marker is microsatellites. The aim of the research was the genetic 
evaluation of the Novotalitskaya and Shebalinskaya maral populations using microsatellite mark-
ers. Molecular genetic studies were carried out in collaboration with the Bioengineering Laborato-
ry of the Altai State University. Biological material from maral stags (ear concha cartilaginous tis-
sue) was sampled in the branch “OS Novotalitskoe” of the Federal Altai Research Center of Agro-
Biotechnologies (Charyshskiy District, Altai Region) and the LLC “Maral-Tolusoma” (Shebalin-
skiy District, Republic of Altai). Polymorphism in the maral populations was studied using five 
markers (ETH225, Haut14, ILSTS06, INRA35, and MM12). The number of alleles of these loci 
was found to vary from 7 (MM12) to 34 (ILSTS06) in the Novotalitskaya population, and from 8 
(MM12) to 27 (ILSTS06, ETH225) in the Shebalinskaya population, with an average of 21.8 alleles 
in each. When analysing five loci, 109 alleles were found in each population. The most frequent 
genotypes in the Novotalitskaya population are 091/091 of the MM12 locus; in the Shebalinskaya 
population – 090/090 of the MM12 locus and 103/103 of the INRA35 locus. The heterozygosity 
of the microsatellite loci varies from 0.00 for the MM12 locus to 0.56 for the ILSTS06 locus (Novo-
talitskaya and Shebalinskaya populations), and 0.57 for the ETH225 locus (Novotalitskaya popula-
tion). The analysis revealed a rather high level of inbreeding in the populations.

Key words: marals (Cervus elaphus sibiricus), population, locus, allele, marker, microsatel-
lites, heterozygosity, polymorphism.
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