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Представлены результаты работы по выявлению полиморфизма некоторых 
генов-маркеров (CAST, IGFBP-3, GDF9) хозяйственно-полезных признаков овец 
(качество мяса, живая масса, характеристики плодовитости и т.д.). Тувинская 
короткожирнохвостая порода овец – уникальная местная порода, получившая 
историческое распространение на территории современной Республики Тыва и не-
которых сопредельных регионах. В настоящее время отрасль овцеводства в Тыве 
имеет экстенсивный характер и во многом является традиционной для коренного 
населения республики. Применение ДНК-маркирования рассматривается как один 
из возможных путей интенсификации данной отрасли. Согласно полученным сведе-
ниям, характер проявления полиморфных вариантов генов CAST и GDF9 позволяет 
предположить о возможности их дальнейшего использования при организации ис-
следований, направленных на выявление взаимосвязи уровня продуктивности овец с 
выявляемыми генотипами.

Ключевые слова: овцы, тувинская короткожирнохвостая порода овец, генетический 
полиморфизм, ПЦР-ПДРФ, ген-маркер, CAST, IGFBP-3, GDF9.

Введение

Овцеводство – одна из важнейших отраслей животноводства. Современное рос-
сийское овцеводство является экстенсивной, в большинстве случаев исключительно 
традиционной для многих регионов страны отраслью. В настоящее время остро сто-
ит вопрос внедрения новейших технологий в различные отрасли животноводства с 
целью оптимизации процессов производства продукции разных видов, повышения 
экономической эффективности. Отечественное овцеводство, важным аспектом дея-
тельности которого на современном этапе можно назвать оптимизацию использова-
ния поголовья имеющихся пород овец и их рациональное использование, не являет-
ся исключением [8].

Одной из важнейших представителей отечественных аборигенных пород овец 
является тувинская короткожирнохвостая порода. Данная порода получила истори-
ческое распространение на территории современной Республики Тыва, также бо-
лее ограниченно распространена на территории Республики Хакасия и Республики 
Алтай. Уникальные качества, присущие овцам тувинской короткожирнохвостой по-
роды, обуславливают малую требовательность животных к условиям содержания. 
Овцы данной породы сочетают в себе хорошие мясные качества и высокую приспо-
собленность к условиям резко континентального климата Тувы, неприхотливость к 
кормовым ресурсам, способность к тебенёвке, выносливость при перегонах на боль-
шие расстояния [8]. Данные хозяйственно-биологические особенности породы об-
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уславливают возможность отказа от использования капитальных строений и слож-
ного технологического оборудования в производстве [2], что позволяет экономить 
ресурсы хозяйств и способствует поддержанию распространения традиционного 
для республики кочевого типа ведения сельского хозяйства. 

Порода включает в себя 2 внутрипородных типа: степной и горный [3]. Живая 
масса взрослых представителей породы: бараны – 55-76 кг, матки – 42-56 кг. Настриг 
мытой грубой неоднородной шерсти составляет в среднем 1,0-1,5 кг. Длина шерсти 
12– 14 см. Плодовитость сравнительно небольшая и составляет 100–110% [8]. 

Применение ДНК-маркирования в овцеводстве – один из способов возможной 
интенсификации отрасли. Во многих прочих отраслях животноводства, особенно за 
рубежом, давно ведутся исследования, направленные на поиск генетических марке-
ров разных типов, формирование тест-систем для внедрения в производство и  по-
зволяющих решить целый ряд важных для практического животноводства вопросов: 
прогнозирование уровня продуктивности сельскохозяйственных животных, органи-
зация грамотного отбора ценных представителей и совершенствование племенной 
работы, формирование стад животных с определенными признаками и пр. [8].  

Практическая польза генотипирования сельскохозяйственных животных заклю-
чается в возможности прогнозирования уровня продуктивности сельскохозяйствен-
ных животных. С самого раннего возраста, когда продуктивные признаки находятся 
в стадии формирования и не проявлены в полную силу, можно оптимизировать усло-
вия содержания и кормления в отношении потенциальных ценных животных. 

Одним из удобных методических решений вопросов разработки и применения 
системы ДНК-маркирования сельскохозяйственных животных является применение 
метода ПЦР-ПДРФ.

Полимеразная цепная реакция – метод молекулярной биологии, предложенный 
K. Mullis et al. в 1986 году, с успехом используемый в самых различных областях сов-
ременных наук [17]. В основе ПЦР заложен принцип репликации ДНК, заложенный 
в природных живых системах. Однако  в данном случае речь идет об избирательном 
копировании выборочных, относительно коротких фрагментов ДНК, необходимых 
для исследования [7,  17].

ПЦР-ПДРФ – удобный метод, хорошо зарекомендовавший себя в исследовани-
ях, направленных на выявление точковых мутаций, основой которого является выяв-
ления полиморфизма последовательности нуклеотидов ДНК на основе способности 
ферментов – эндонуклеаз рестрикции разрезать цепь ДНК в специальных сайтах 
узнавания фермента [6, 7]. В случае возникновения нуклеотидных замен в сайте 
рестрикции узнавания не происходит и меняется характер разрезания цепочки ДНК, 
что может быть успешно детектировано в процессе электрофореза в агарозном или 
полиакриламидном геле. Метод достаточно точен, в настоящее время существует 
большое количество эндонуклеаз рестрикции, что позволяет подобрать тест-систе-
му под множество интересующих полиморфных вариантов.

Гены кальпастатина (CAST), дифференциального фактора роста (GDF9), белка 
3 типа, ингибирующего инсулиноподобный фактор роста (IGFBP-3) являются одни-
ми из перспективных генов-кандидатов (маркеров), связанных со многими хозяй-
ственно-полезными признаками, уровень проявления которых напрямую связан с 
экономическим успехом овцеводства [1, 7].

Ген кальпастатина (CAST) рассматривается в качестве одного из перспективных 
маркеров по набору живой массы и качества мяса овец [1, 11]. По некоторым данным, 
мясо овец тувинской короткожирнохвостой породы обладает уникальными органолеп-
тическими свойствами [4]. Получение сведений о взаимосвязи качественных характе-
ристик получаемой баранины с аллельными вариантами маркерных генов открывает 
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возможность практики раннего выявления перспективных животных, оптимизации 
условий их кормления и содержания, совершенствования менеджмента отрасли. 

Ген кальпастатина определен у овец на 5 хромосоме [10]. Изначально  полимор-
физм данного гена у овец был изучен в 1998 году с помощью метода ПЦР-ПДРФ у 
овец породы Dorset Down [18]. 

В качестве одного из перспективных генов-маркеров хозяйственно-полезных 
признаков, который в настоящее время рекомендован к использованию в исследо-
ваниях как маркер воспроизводительной продуктивности овец, рассматривается ген 
дифференциального фактора роста (GDF9) [14]. 

В его структуре определены восемь точечных мутаций (G1-G8), пять из которых 
приводят к аминокислотным заменам в конечном белковом продукте (G1, G4, G6, 
G7, G8) [5]. Согласно данным Hanrahan J.P. et al.,  ген GDF9 был определен у овец на 
5-й хромосоме, его протяженность составляет приблизительно 2,5 т.н.п. [12]. 

Ген белка 3 типа, ингибирующего инсулиноподобный фактор роста (IGFBP-3) 
– это потенциальный маркерный ген, связанный с ростом и развитием животных 
[15]. Относится к структурным генам, ответственен за проявление активности ин-
сулиноподобных факторов роста. Как известно, IGF-I и IGF-II являются гормонами  
ответственными за процессы роста и регенерации у млекопитающих, принимают 
участие в развитии молочной железы [13]. Предположительно, изменение принци-
па функционирования молекулы IGFBP-3 может сказываться на процессах роста 
и развития животных. Полиморфизм данного гена изначально активно изучался у 
крупного рогатого скота, буйволов [15]. Особенности структуры данного гена у овец 
исследованы недостаточно. Имеется информация о мономорфном характере струк-
туры некоторых участков данного гена [9, 19]. 

Цель работы – оптимизация протоколов проведения ПЦР-ПДРФ для генотипиро-
вания поголовья овец по генам кальпастатина (CAST), дифференциального фактора ро-
ста (GDF9), белка 3 типа, ингибирующего инсулиноподобный фактор роста (IGFBP-3), 
применительно к овцам тувинской короткожирнохвостой породы. Примечательно, что 
ранее исследований подобного рода на овцах данной породы не проводилось. 

Материал и методика исследования

В работе использовали образцы крови, отобранные в пробирки с напылением 
ЭДТА,  у овец тувинской короткожирнохвостой породы, происходящих из ведущих 
хозяйств Республики Тыва. Образцы крови замороживали при – 20...25оС сразу по-
сле забора для оптимальной сохранности образцов и   в замороженном виде достав-
ляли в лабораторию. Для выделения геномной ДНК использовали коммерческий 
набор «ДНК-Экстран-1» (ЗАО «Синтол», г. Москва), процедуру экстракции ДНК 
проводили в строгом соответствии с протоколом выделения, представленного фир-
мой-производителем.

При подборе пар праймеров для реакций, а также условий проведения амплифи-
кации учитывался опыт предыдущих исследований [9, 14, 16, 19, 20].

Для каждой реакции использовались индивидуальные ранее апробированные в 
аналогичных исследованиях и рекомендованные к использованию условия.

Условия реакции амплификации для получения участка гена GDF9: первона-
чальная денатурация – 2 мин при 94оС; денатурация 94оС – 30 с, отжиг 63оС – 40с, 
элонгация 72оС – 30 с (35 циклов), завершающая элонгация при 72оС – 4 мин. 

Условия ПЦР для гена CAST: предварительная денатурация при 95°С – 3 мин., 
далее 35 циклов: 95°С – 15 с, 60°С – 40 с, 72°С – 30с; заключительный синтез при 
72°С – 5 мин.
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Реакцию для гена IGFBP-3 проводили следующим образом: первоначальная де-
натурация 94оС – 5 мин., денатурация 94оС – 60 с, отжиг 60оС – 60 с, синтез 72оС – 60 
с (всего 35 циклов), завершающий синтез 72оС – 5 мин.  

Рестрикцию амплифицированного фрагмента CAST проводили с помощью эн-
донуклеазы рестрикции MspI.

ПЦР-ПДРФ анализ фрагмента гена GDF9 осуществляли путем использования 
эндонуклеазы AsplEI. 

Для детекции полиморфизма нуклеотидной последовательности получаемых 
в процессе амплификации фрагментов гена IGFBP-3 применяли эндонуклеазу ре-
стрикции Hae III.

Рестрикцию во всех трех случаях проводили при температуре 37оС в течение  
12–16 ч. 

Все использованные в исследовании эндонуклеазы рестрикции произведены 
ООО «СибЭнзим-М».

Концентрацию агарозного геля для детекции продуктов амплификации и ре-
стрикции выбирали исходя из получаемых фрагментов. Визуализацию проводили 
после окрашивания гелей бромистым этидием в УФ излучении.

Результаты исследований 

CAST
Как уже было сказано ранее, ген кальпастатина – хорошо известный потенци-

альный маркер мясных качеств овец, а также ответственный за качество мяса после 
убоя и созревания туши [11]. Используемый нами протокол хорошо зарекомендовал 
себя в предыдущих исследованиях. 

Использовались следующие праймеры [7]: 
CAST F: 5’-TGGGGCC CAATGACGCCATCGATG-3’;
CAST R: 5’-GGTGGAGCAGCACTTCTGATCACC-3’.
В результате проведенной реакции был получен фрагмент гена размером 622 

п.н. [10, 11] (рис. 1 ), рестрикция которого с помощью эндонуклеазы MspI позволила 
идентифицировать три генотипа: ММ, MN и NN.  

Рис. 1. Результаты ПЦР. Дорожки 1–8: амплифицированные фрагменты гена СAST 
размером 622 п.н., М – маркер молекулярных масс М100, 2% агарозный гель
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Если более подробно говорить об архитектуре результатов электрофоретическо-
го разделения рестрикционных фрагментов, то стоит в первую очередь отметить, 
что аллель М характеризуется наличием сайта рестрикции в нуклеотидной последо-
вательности исходного синтезированного участка гена. Благодаря этому возможно 
образование  двух фрагментов длиной 336 и 286 п.н. после обработки образца эндо-
нуклеазой MspI или ее аналогом (рис. 2). 

Рис. 2. Результаты рестрикционного анализа по выявлению генотипов: дорожки1,8 
– генотип M, дорожка 4 – генотип NN, дорожка 2, 3, 5, 6, 7 – генотип MM, М – мар-

кер молекулярных  масс М100, 2% агарозный гель

Рис. 3. Исходные амплифицированные фрагменты гена GDF9 (дорожки 5–8) и 
результаты их рестрикционного анализа: дорожка 1 – генотип CD (401, 254, 156 и 

52 п.н.), дорожка 2, 3 – генотип CC (254, 156 и 52 п.н.), дорожка 4 – генотип DD, М 
– маркер молекулярных  масс М100, 3% агарозный гель
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В случае отсутствия сайта рестрикции длина фрагмента остается без изменения 
(622 bp), что соответствует генотипу NN. Носители гетерозиготного варианта гено-
типа MN характеризуются наличием фрагментов в 286, 336 и 622 п.н.

Полученные результаты полностью соответствуют данным, полученным в 
прошлых исследованиях [10, 11, 20]. 

GDF9
Получение необходимого участка гена GDF9 было возможно с применением 

следующей пары праймеров [14]:
GDF9-F: 5’-GAAGACTGGTATGGGGAAATG-3’;            
GDF9-R: 5’-CCAATCTGCTCCTACACACCT-3’.
В результате получен фрагмент гена,  размер которого полностью соответствует 

заявляемому в предыдущих исследованиях (462 п.н.) [14, 16] (рис. 3).
Обработка получаемых фрагментов рестриктазой AspLEI позволила выявить 

его аллельные варианты. Обнаруженные аллеи C и D обеспечивали наличие трех ге-
нотипов (рис. 3), характеризующихся присутствием на электрофореграмме рестрик-
ционных фрагментов определенной длины. Генотип СС проявлял себя как комплекс 
фрагментов  размером 254, 156 и 52 п.н., генотип СD – 401, 254, 156 и 52 п.н.  От-
личительная черта генотипа DD – наличие на электрофореграмме рестрикционных 
фрагментов ДНК размером 410 и 52 п.н. [16].  

Сразу стоит отметить, что фрагменты размером в 52 п.н. могут быть плохо визу-
ально различимы в зависимости от свойств и концентрации используемого агароз-
ного геля.

IGFBP-3
Фрагмент последовательности гена для исследования получали с помощью сле-

дующей пары праймеров [9, 19]:
IGFBP-3-F: 5’- CCAAGCGTGAGACAGAATAC -3’;
IGFBP-3-R: 5’- AGGAGGGATAGGAGCAAGAT -3’. 
В ходе реакции получали фрагмент размером 654 п.н. 

Рис. 4. Результаты рестрикции фрагмента гена IGFBP: дорожки 2, 3, 5 – вероятные 
полиморфные варианты (генотип BC), дорожки 1, 4, 6–12 – стандартные результа-
ты анализа (генотип BB), М – маркер молекулярных масс М100, 4,5% агарозный 

гель
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Изначально  идея поиска полиморфных вариантов рассматриваемого гена у овец 
основана на полученных сведениях о наличии аллельных вариантов аналогичного 
участка рассматриваемого  гена у крупного рогатого скота [15]. 

Использование эндонуклеазы рестрикции Hae III в большинстве случаев позво-
лило выявить следующие фрагменты: 201, 200, 87, 67, 56, 19, 16, 8 п.н., что соответ-
ствует генотипу ВВ. В редких случаях исследуемые представители породы имели 
генотип, электрофоретическая структура которого дополнительно включала в себя 
фрагмент размером на 20-30 п.н. меньше верхних элементов (рис. 4).  

Материалы прошлых исследований указывают на мономорфный характер дан-
ного участка гена IGFBP-3. Однако  стоит отметить, что представленные результаты 
получены на сравнительно небольшом поголовье овец. Так, A.A. EL-Hanafy и H.H. 
Salem получили сведения об отсутствии полиморфных вариантов гена IGFBP-3 у 
четырех египетских пород овец, однако каждая порода была представлена группами, 
включающими в себя всего 5 представителей породы [9]. Другой научный коллектив 
подтвердил мономорфный характер исследуемого фрагмента гена путем проведения 
работы на трех группах овец разных пород, при этом каждая группа включала в себя 
20 представителей [19]. 

В случае редкой встречаемости генотипа ВС подобного количества животных в 
выборке может быть недостаточно для его выявления.

Заключение
 
Таким образом, изученные методы ПЦР-ПДРФ генов CAST, GDF9 являются 

возможными для проведения генотипирования тувинской короткожирнохвостой по-
роды овец. Однако  по результату  полученных данных, ген IGFBP-3 требует допол-
нительных исследований.
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PCR-RFLP METHODS OF CAST, GDF9 AND IGFBP-3 GENES IN THE STUDY OF 
TUVINIAN SHORT-FAT-TAILED SHEEP BREED

Yu.A. YULDASHBAEV1, K.A. KULIKOVA1, M.I. DONGAK2, S.A. KHATATAYEV3,
L.A. KALASHNIKOVA3, Ya.A. KHABIBRAKHMANOVA3, I.Yu. PAVLOVA3

(1Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy;
2 Tuvan State University; 3 All-Russian Scientific Research Institute of Livestock 

Breeding)

The paper presents the research results on revealing the polymorphism of some marker 
genes (CAST, IGFBP-3, GDF9) of economically valuable traits of sheep (meat quality, live 
weight, fertility characteristics, etc.). The Tuvinian short-fat-tailed sheep breed is a unique local 
breed that has been historically spread on the territory of the modern Tuva Republic and some 
neighbouring regions. At present, the sheep industry in the Tuva Republic has been developing in 
an extensive way and is rather traditional for the indigenous population of the Republic. The use 
of DNA markers is considered as one of the possible ways of intensifying this industry. According 
to the information obtained, the manifestation pattern of the polymorphic variants of the CAST 
and GDF9 genes suggests a possibility of their further use in the organization of studies aimed 
at identifying the relationship between the sheep productivity level and the genotypes detected.

Key words: sheep, Tuvinian short-fat-tailed sheep, genetic polymorphism, PCR-RFLP, marker 
gene, CAST, IGFBP-3, GDF9.
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