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ХУДОБИ ЗА ISSR-МАРКЕРАМИ

Проведено оцін б аїв за м льтило сним
міжмі росателітним поліморфізмом 24 порід
вели ої ро атої х доби. За 4-ма ISSR-мар ерами
виявлено 81 ампліфі ований фра мент ДНК
різної довжини. Аналіз енетичної стр т ри за
ISSR-мар ерами свідчить про можливість їх
ви ористання для оцін и хара тер міжпородної
диференціації.
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Формування племінної роботи у тваринниц-
тві України пов’язане з упровадженням ДНК-
технологій і їх розвитком на основі сучасних
методів досліджень. У 1994 р. запропоновано
методичний підхід — ISSR (Inter Simple Seq-
uence Repeat), який належить до методів полі-
локусного типування біологічних об’єктів [6].
Основу цієї методики становить полімеразна
ланцюгова реакція (ПЛР), яку проводять з ви-
користанням мікросателітної послідовності з
довільним нуклеотидом на 5’- або 3’-кінці як
праймера. При цьому відбувається ампліфіка-
ція ДНК-фрагментів, розташованих між інвер-
тованими послідовностями мікросателіта.
ISSR-маркери мають домінантний тип спадку-
вання, проявляються на електрофореграмах у
вигляді спектра смуг-ампліконів (ISSR-профіль,
або фінгерпринт) і вважаються інформативні-
шими для оцінки рівня генетичного різноманіт-
тя генофондів, ніж локус-специфічні маркери
[4]. Цей метод широко використовують у робо-
тах з таксономії і філогенії видів, особливо в
рослинництві [1], але вивченню особливостей
генетичної структури різних видів сільськогос-
подарських тварин як на між-, так і на внутріш-
ньовидовому рівнях присвячено обмежену кіль-
кість наукових публікацій [2, 3, 5].
З метою вивчення особливостей генетичної

структури різних порід великої рогатої худоби
проведено аналіз за ISSR-ПЛР-маркерами з
використанням як праймерів фрагментів динук-
леотидних і тринуклеотидних мікросателітних
локусів (АСС)6G, (GAG)6C, (AG)9C, (GA)9C.
Матеріали і методи. Дослідження проведе-

но на зразках біоматеріалу від 205 бугаїв 24
порід великої рогатої худоби, які зберігаються
в Національному банку генетичних ресурсів
тварин ІРГТ НААН. ДНК виділяли сорбентним
методом. Продукти ампліфікації (амплікони)
після проведення ПЛР електрофоретично роз-
діляли у 2%-му агарозному гелі і забарвлювали
бромистим етидієм з наступною візуалізацією
в УФ-променях. Після проведення електрофо-
резу гель фотографували з використанням
цифрового фотоапарата Fujifilm Fine Pix S2500.
Аналізували «мажорні» смуги (які містили най-

більшу кількість ампліфікованого продукту та
повторювались), що виявлялися в результаті
проведення 3-х реакцій ампліфікації. Кожний
утворений амплікон розглядали як окремий ло-
кус. Розмір ампліфікованих фрагментів визна-
чено з використанням програмного забезпечен-
ня TotalLab 2.01 та GelQuest 3.04. Отримані
дані математично оброблено за допомогою
комп’ютерних програм GELSTAT і PHYLIP.
На основі результатів електрофоретичного

розділення отриманих фрагментів складено
бінарні матриці, де «1» або «0» позначали на-
явність або, відповідно, відсутність фрагмента
певної довжини. Рівень геномної варіабель-
ності різних порід оцінено за значеннями гене-
тичних відстаней (GD-Genetic Distances). Гене-
тичні відстані обчислено на основі отриманої
матриці даних з використанням коефіцієнта
розбіжності. Проведено кластерний аналіз для
незважених середніх (UPGMA), бутстреп-тест
із пакета прикладних програм Gelquest, а також
Popgene version 1.32 (значення розрахункової
гетерозиготності, частки поліморфних локусів).
Статистичний аналіз проведено з використан-
ням програмного пакета Statistica 6,0 та Excel
(Microsoft Office 2010).
Результати досліджень та обговорення. У

результаті проведення порівняльного аналізу
генетичної структури бугаїв молочних, м’ясних
і комбінованих порід великої рогатої худоби з
використанням мультилокусного міжмікросате-
літного аналізу за 4-ма типами ISSR-маркерів
загалом отримано 670 ампліфікованих ДНК-
фрагментів, з яких 81 — різних за розміром
(поліморфних фрагментів — 95,1, мономорф-
них — 4,9%). Діапазон молекулярних мас ви-
явлених ампліконів становив 180–1600 п.н.
З використанням як праймера динуклеотид-

ного фрагмента мікросателітного локусу (AG)9C
сумарно ампліфікувалося 17 фрагментів різної
довжини, розмір яких варіював від 1500 п.н. у
джерсейської породи до 200 п.н. у порід чер-
вона степова, сіра українська, світла аквітансь-
ка. Найбільшу кількість ДНК-фрагментів вияв-
лено у тварин сірої української породи — 10,
джерсейської — 9, тварини симентальської,
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лебединської, української червоної молочної,
української м’ясної, волинської м’ясної, лімузин,
мен-анжу мали по 4 фрагменти. Для більшості
порід, за винятком шароле, світла аквітанська,
гаскон, був характерний фрагмент розміром
420 п.н. Фрагменти високої молекулярної маси
із розмірами 1100 п.н. спостерігали лише у
джерсейської та швіцької порід, а 1000 п.н. —
в української червоно-рябої, джерсейської, ук-
раїнської м’ясної та сірої української порід. За
використання як праймера (GA)9C сумарно от-
римано 17 ДНК-фрагментів завдовжки 220–
1600 п.н. Найбільший фрагмент високої моле-
кулярної маси 1600 п.н. спостерігали лише у
тварин південної м’ясної породи. За GA-ISSR-
маркером отримано 146 фрагментів ДНК. За-
галом за AG-ISSR і GA-ISSR-маркерами сумар-
но було отримано 275 ампліфікованих фраг-
ментів ДНК, найбільшу кількість фрагментів
(18) виявлено у тварин сірої української, а най-
менше (6) у симентальської порід.
З використанням праймера (ACC)6G отрима-

но 23 фрагмента ДНК різної довжини від 1300
до 180 п.н. У білоголової української породи
виявлено специфічний фрагмент завдовжки
600 п.н. З високою молекулярною масою —

Генетична структура бугаїв різних
порід великої рогатої худоби за ISSR-маркерами

1200 п.н. — фрагменти були притаманні тва-
ринам української м’ясної і сірої української
порід. З використанням праймера (GAG)6C от-
римано 232 фрагмента, з яких 23 різної довжи-
ни. Слід зазначити, що переважна кількість
ДНК-фрагментів за цим маркером мала моле-
кулярну масу до 1000 п.н., лише для тварин
голштинської породи були характерні фрагмен-
ти з масою 1200 п.н. і фрагмент з масою 1100
п.н., який також виявлено у тварин породи ша-
роле, а фрагмент з масою 1000 п.н. — у тва-
рин джерсейської породи.
Аналіз генетичної спорідненості досліджених

порід свідчить, що діапазон генетичних відста-
ней між різними породами варіював: lim 0,013–
0,331 для AG-ISSR-маркера, lim 0,018–0,386
для GA-ISSR-маркера, lim 0,018–0,292 для
праймера (ACC)6G і lim 0,027–0,386 для прай-
мера (GAG)6C, кластеризація порід залежала
від використаного праймера. У результаті ана-
лізу теоретично очікуваної і фактичної гетеро-
зиготності (He) в досліджуваних породах дос-
товірним виявилось збільшення гетерозигот-
ності з використанням праймера (ACC)6C та
(GAG)6C порівняно з праймером (GA)9C та
(AG)9C, (Р<0,05; 0,001), відповідно.

За використання як праймерів диплексних
і триплексних нуклеотидних повторів (ISSR-
ПЛР) отримано дані про специфічну генетич-
ну структуру вітчизняних та зарубіжних
порід великої рогатої худоби м’ясного і молоч-
ного напряму продуктивності. У результаті
досліджень виявлено, що використання прай-
мерів (ACC)6G і (GAG)6С за генотипування
великої рогатої худоби найточніше відобра-
жає специфіку генофонду тварин певної поро-

Висновки

ди. Отже, найпридатнішими для генотипу-
вання м’ясних і молочних порід худоби є трип-
лексні нуклеотидні повтори з корови′ми моти-
вами (ACC)6G та (GAG)6. Отримані поліло-
кусні спектри й рівноважний розподіл
генетичних відстаней свідчать про зручність
та інформативність використання молеку-
лярно-генетичних ISSR-маркерів для оцінки
міжпородних генетичних структур великої
рогатої худоби.
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