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Проанализированы спектры продуктов амплификации фрагментов ДНК, 
фланкированных инвертированными повторами микросателлитных локусов, 
с использованием ди- и тринуклеотидных праймеров у представителей бир- 
ликского и суюндукского внутрипородных типов эдильбаевской породы овец. 
У животных обнаружены выраженные отличия генетических структур между 
внутрипородными типами, а также дифференциация по полу.
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Информация по генетическому 
разнообразию животных существенна 
для разработки стратегий по опти­
мизации сохранения и использования 
генетических ресурсов животных, а 
также разработке методов, позволяю­
щих контролировать и корректировать 
динамику генетической структуры 
групп животных в процессе селекци­
онной работы. В этих целях использу­
ется широкий арсенал молекулярно­
генетических маркеров, к которым, 
в частности, относятся полилокусные 
спектры фрагментов ДНК, получае­
мых в полимеразной цепной реакции 
(Polymerase Cycle Reaction — PCR) с 
использованием в качестве праймеров 
коротких участков микросателлитов 
(Inter — Simple Sequence Repeats — 
ISSR-PCR). Полилокусные геномные 
ISSR-PCR-спектры позволяют вы­
полнять сравнения генофондов раз­
ных групп организмов и надежно вы­
являть межгрупповые генетические 
дифференциации одновременно по 
многим геномным участкам. Одно из 
важных направлений их использова­
ния в селекционной работе заключа­

ется в выявлении связей межгруппо- 
вых дифференциаций по таким поли- 
локусным спектрам и по комплексам 
морфофизиологических характери­
стик. Полилокусность ISSR-PCR- 
маркеров позволяет рассчитывать на 
возможность выявления комбинаций 
таких маркеров, тесно связанных с 
особенностями происхождения, отбо­
ра и фенотипической дифференциа­
цией групп животных. Использование 
ISSR-PCR-маркеров позволяет вы­
являть дифференциацию внутрипо­
родных, межпородных и межвидовых 
генофондов, в частности, рода Ovis 
[1, 2, 4].

Ранее проведенные нами исследо­
вания овец эдильбаевской породы 
бирликского и суюндукского внутри- 
породного типа позволили выявить 
дифференциацию между этими ти­
пами по комплексу морфофизиологи­
ческих характеристик, таких как 
уровень мясной продуктивности, 
морфологический состав шерсти, 
ультраструктура кутикулярного слоя 
[3, 5]. В настоящей работе выполнен 
сравнительный анализ генетических
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структур этих двух групп овец с ис­
пользованием ISSR-PCR-маркеров с 
целью оценки генетической диффе­
ренциации между ними по различ­
ным геномным участкам.

Материалы и методы

Исследования выполняли на двух 
группах овец эдильбаевской поро­
ды, разводимых в ОАО «Эдильбай- 
Волгоград», в анализ включены пред­
ставители бирликского (50 гол.) и су- 
юндукского (50 гол.) внутрипородных 
типов.

В качестве маркеров полимор­
физма фрагментов ДНК, фланки­
рованных инвертированными по­
вторами микросателлитных локусов 
(ISSR-PCR-маркеры), использовали 
стандартный метод, разработанный 
Зиеткевичем и др. [6]. Для проведе­
ния полимеразной цепной реакции 
(ПЦР, PCR) из образцов крови овец 
выделяли геномную ДНК, в качестве 
праймеров в реакционную смесь до­
бавляли фрагменты ди- и тринуклео- 
тидных микросателлитных локусов 
(AG)9C, (GA)9C, (СТС)6С, (GAG)6C. 
PCR проводили на амплификаторе 
«Терцик, ДНК Технология» (Россия) 
с применением набора сухих реаген­
тов для PCR-амплификации ДНК Ge- 
nePak™ PCR Core (Изоген, Москва). 
Для всех образцов собирали смеси 
PCR-амплификации, отдельно для 
каждого из указанных праймеров. 
Условия PCR: первоначальная дена­

турация 2 мин при 95°С; денатурация 
при 95°С — 30 с, отжиг при 55°С — 
30 с, синтез при 72°С — 2 мин (37 цик­
лов); завершающий синтез при 72°С — 
7 мин. Фракционирование продуктов 
амплификации проводили в 2%-м ага­
розном геле с применением в каче­
стве ДНК-маркера GeneRuler™ 100 bp 
DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, 
USA) для оценки длины продуктов 
PCR-амплификации. Визуализацию 
продуктов PCR-амплификации про­
водили под ультрафиолетовым излу­
чением на трансиллюминаторе после 
окрашивания гелей бромистым эти- 
дием. Статистическую обработку дан­
ных осуществляли с помощью стан­
дартных компьютерных программ 
«Genepop».

Результаты и их обсуждение

Выполнен сравнительный анализ 
генофондов двух групп овец эдель- 
баевской породы бирликского и су- 
юндукского внутрипородных типов с 
использованием ISSR-PCR-маркеров. 
В таблице 1 представлены общие ха­
рактеристики полученных спектров 
продуктов амплификации фрагментов 
ДНК (ампликонов). Каждый ампликон 
рассматривали как отдельный локус 
генома, фланкированный инвертиро­
ванными повторами микросателлит­
ных участков, применяемых в каче­
стве праймеров в PCR.

У исследованных групп живот­
ных в спектрах, полученных с ис­

Т а б л и ц а  1
Основные параметры спектров продуктов амплификации ISSR-PCR 

овец эдильбаевской породы
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пользованием в PCR динуклеотид- 
ных праймеров, суммарно получено 
меньше ампликонов, чем при приме­
нении тринуклеотидных: в спектрах 
(AG)9C — 10 локусов, (GA)9C — 5, 
(GAG)6C — 8; наибольшее количе­
ство ампликонов получено с прайме­
ром (СТС)6С — 17.

Распределение частоты встречае­
мости аллелей у овец бирликского 
и суюндукского внутрипородного 
типа при анализе геномов методом 
ISSR-PCR с использованием прайме­
ра (AG)9C представлено в таблице 2. 
В полученных спектрах полиморфизм 
по наличию / отсутствию амплико- 
на спектра выявлен по 6 из 10 ло­
кусов (60%) у суюндукского внутри­
породного типа и по 5 (50%) у овец 
бирликского внутрипородного типа. 
Ампликоны длиной 1000, 650, 500 и 
430 пар оснований (п.о.) мономорфны 
и встречаются у всех изученных нами 
животных. По полученным нами ра­
нее данным, присутствие ампликонов 
размером 1000 и 650 п.о. характерно 
для спектров праймера (AG)9C овец 
породы асканийский многоплодный 
каракуль и таких аборигенных, вы­
веденных народной селекцией, пород, 
как сокольская, кулундинская, рома­
новская [2, 4]. Кроме того, ампликон 
длиной 1000 п.о. стабильно встречает­

ся в спектре этого праймера у серой 
украинской породы крупного рогатого 
скота [1], что говорит о консерватив­
ности данного локуса.

У обоих внутрипородных типов овец 
эдильбаевской породы, несмотря на 
внутригрупповой полиморфизм, с оди­
наковой частотой встречаются у бир- 
ликских и суюндукских овец ампли- 
кон длиной 500 п.о. и ампликон длиной 
1200 п.о. Их присутствие может рас­
сматриваться как породоспецифичная 
характеристика в связи с тем, что 
ампликоны подобной длины не были 
описаны ни у одной из пород овец в 
предыдущих исследованиях.

Интересно отметить, что ампликон 
размером 900 п.о., выявленный нами 
в 22-25% случаев у животных обоих 
внутрипородных типов эдильбаевской 
породы овец, в предыдущих исследо­
ваниях был обнаружен только у снеж­
ного барана и не наблюдался в гено­
фондах ни у одной из описанных ранее 
по ISSR-полиморфизму пород домаш­
них овец.

По локусу размером 780 п.о. был 
обнаружен не только внутрипород- 
ный полиморфизм, но и различная 
частота встречаемости этого фрагмен­
та ДНК у изучаемых внутрипородных 
типов эдильбаевской овцы. Различие 
составляет 32%, что свидетельствует

Т а б л и ц а  2
Распределение частоты встречаемости аллелей у овец эдильбаевской породы 

с использованием праймера (AG)9C
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о дифференциации этих типов по ча­
стоте встречаемости соответствующих 
аллельных вариантов. Локусы длиной 
950 и 280 п.о. полиморфны, но частота 
присутствия ампликона не зависела от 
принадлежности животных к разным 
внутрипородным типам эдильбаевской 
овцы, однако их присутствие стати­
стически достоверно (Р<0,01) у обоих 
типов отличалось у ярок и баранов. По 
частотам встречаемости остальных ам- 
пликонов дифференциации между по­
лами выявлено не была.

Данные о распределении частоты 
встречаемости аллелей у овец бирлик­
ского и суюндукского внутрипород- 
ного типа при анализе генетических 
структур по ISSR-PCR-спектров, по­
лученных с использованием праймера 
(GA)9C, представлены в таблице 3.

Присутствие в спектрах продуктов 
амплификации этого праймера фраг­
мента ДНК длиной 600 п.о., стабильно 
встречающегося у овец эдильбаевской 
породы обоих внутрипородных типов, 
характерно не только для изучаемой 
породы, но ранее было выявлено у 
таких пород, как асканийский много­
плодный каракуль, сокольская, ку- 
лундинская, романовская породы, а 
также у дикого близкородственного 
вида овец — снежного барана [2, 4]. 
Кроме того у обоих внутрипород­
ных типов овец эдильбаевской по­
роды встречается ампликон длиной 
480-500 п.о., который в проанализи­
рованных нами исследованиях наблю­

дался только у снежного барана [2]. 
По фрагменту ДНК длиной 200 п.о. 
полиморфизм выявлен только у овец 
бирликского внутрипородного типа. 
Этот вариант обнаруживается у всех 
суюндукских овец, различия в ча­
стотах встречаемости аллелей между 
внутрипородными типами достига­
ет 32% и статистически достоверны 
(Р<0,05).

Фрагмент ДНК длиной 290 п.о. 
у исследованных типов эдельбаев- 
ской овцы полиморфен по своему 
наличию / отсутствию. По ранее по­
лученным нами данным, этот фраг­
мент полиморфен и в генофонде ро­
мановской породы овец. Однако ро­
мановские овцы из разных хозяйств 
[4] практически не отличались по 
частотам встречаемости этого фраг­
мента в отличие от внутрипородных 
типов эдильбаевских овец (см. табл. 3). 
Можно ожидать, что фрагмент ДНК 
длиной 290 п.о. ассоциирован с мор­
фофункциональными отличиями этих 
двух внутрипородных типов.

По праймеру (GAG)6C полимор­
физм выявлен только по трем локу- 
сам из восьми, что составляет 37,5%, 
однако ни по одному из них не обна­
руживается достоверных отличий по 
частоте встречаемости аллелей между 
внутрипородными типами.

В спектре продуктов амплифика­
ции при применении праймера 
(СТС)6С выявлено 17 фрагментов ДНК. 
Все 17 фрагментов ДНК, фланкиро­

Т а б л и ц а  3
Распределение частоты встречаемости аллелей у овец эдильбаевской породы 

с использованием праймера (GA)9C
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ванных инвертированным повтором 
этого микросателлита, оказались по­
лиморфными у эдильбаевской поро­
ды, но ни по одному из них не наблю­
дается зависимость частоты встре­
чаемости аллеля от принадлежно­
сти животных к определенному 
внитрипородному типу. В присутст­
вии фрагментов ДНК длиной 740 и 
680 п.о. с достоверностью Р<0,05 и

0,001 соответственно обнаруживали 
отличия по частотам встречаемости у 
разных полов и чаще всего наблюда­
лись в геномах ярок.

Данные о среднем уровне гетеро- 
зиготности и генетических расстоя­
ниях, рассчитанные по Nei, 1978 для 
бирликского и суюндукского внутри­
породных типов, представлены в таб­
лице 4.

Т а б л и ц а  4
Данные о среднем уровне гетерозиготности и генетических расстояниях 

для изучаемых внутрипородных типов эдильбаевской породы овец

Средний уровень гетерозиготности 
изучаемых внутрипородных типов 
по спектрам праймеров (СТС)6С и 
(GAG)6C практически одинаков. Спектр 
ампликонов праймера (СТС)6С, несмо­
тря на высокий уровень полиморфизма 
всех выявленных фрагментов ДНК, не 
отличался по распределению частот 
между внутрипородными типами. По 
двум другим праймерам наблюдается 
преобладание частот встречаемости 
ампликонов одного внутрипородного 
типа над другим: в спектре (AG)9C — 
суюндукского, в спектре (GA)9C — 
бирликского. По частотам встречае­
мости продуктов амплификации, 
полученных с праймерами (AG)9C 
и (GAG)6C, животные бирликского 
внутрипородного типа более вырав­
нены. Можно ожидать, что более вы­
раженная консолидированность этого 
типа по данным маркерам обуслов­
лена тем, что бирликский генофонд 
представляет меньшую часть биораз­
нообразия эдильбаевской породы по 
сравнению с суюндукским типом, ко­
торый остается более широким пред­

ставителем генофонда эдильбаевской 
породы. Средняя гетерозиготность 
спектра ампликонов, полученного с 
праймером (GA)9C у овец бирликско­
го внутрипородного типа, больше, 
чем у суюндукских.

Можно ожидать, что выявленные 
нами фрагменты ДНК, по частотам 
встречаемости которых обнаружива­
ется дифференциация между двумя 
внутрипородными типами эдильба­
евской овцы, в наибольшей степени 
подвергались селекционному давле­
нию в процессе селекционной работы 
по их совершенствованию.

Заключение
Бирликский и суюндукский внутри- 

породные типы овец эдильбаевской по­
роды отличаются не только по уровню 
шерстной и мясной продуктивности, но 
и по спектрам продуктов амплифика­
ции ISSR-PCR, в частности, частотой 
встречаемости фрагментов ДНК длиной 
780 п.о. в спектре продуктов амплифи­
кации ISSR-PCR, полученному с прай­
мером (AG)9C, и фрагментам длиной
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SUMMARY
In this article amplification products’ spectra of DNA fragments flanked by in­

verted microsatellite repeats by using of di- and trinucleotide primers were analy­
sed. Data was obtained for birlik and suinduk intrabreed types of edilbay sheep. We 
found differences between genetic structures of two intrabreed types and also sex 
differences were revealed.

Key words: ISSR-PCR, inverted repeats, edilbay sheep, intrabreed types.
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200 и 290 п.о. в спектрах праймера 
(GA)9C. Обнаружены статистически 
достоверные половые отличия по ча­
стотам встречаемости отдельных фраг­
ментов ДНК в ISSR-PCR-спектрах, 
полученных с праймерами (AG)9C и 
(СТС)6С.

Уникальные особенности эдильбаев­
ской породы овец подтверждаются вы­

раженными генофондными отличиями 
по ISSR-PCR-маркерам между эдиль­
баевской овцой и группой ранее ис­
следованных пород овец по присутст­
вию фрагментов ДНК, типичных для 
снежного барана, длиной 900 п.о. в 
спектре праймера (AG)9C и длиной 
480-500 п.о. в спектре праймера 
(GA)9C.
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