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Разработка универсальной тест-системы для определения пола
у видов семейства полорогих на основе анализа полиморфизма

гена амелогенина 

Аннотация. Одним из важных аспектов изучения популяционной и эволюционной генетики животных
является определение их половой принадлежности с помощью ДНК маркеров. В качестве локуса-канди-
дата для определения пола как у диких, так и домашних видов животных используется ген амелогенина,
так как варианты данного гена, расположенные на X- и Y-хромосомах, являются полиморфными по длине
последовательности. 

Целью наших исследований явилась разработка универсальной тест-системы для определения пола
у особей семейства полорогих на основании определения полиморфизма гена амелогенина. Выборка
включала 139 индивидуальных образцов домашних и диких видов животных, относящихся к 8 различным
родам семейства Bovidae, в том числе Bos (n=4), Bison (n=16), Ovis (n=38), Capra (n=65), Rupicapra (n=10),
Tragelaphus (n=2), Pseudois (n=2) и Hemitragus (n=2). В качестве биологического материала были исполь-
зованы образцы тканей животных, полученные от сельскохозяйственных предприятий, клуба горных охот-
ников, заповедников и зоопарков. Основой для разработки тест-системы послужили литературные источ-
ники, рекомендации международного общества генетики животных (ISAG) по маркерам для определения
пола, а также последовательности гена амелогенина, депонированные в генном банке NCBI. Для амплифи-
кации фрагмента гена амелогенина были выбраны праймеры SE47 (forward: 5’-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3’)
и SE48 (reverse: 5’ -CCCGCTTGGCTTGTCTGTTGC-3’), фланкирующие участок со специфической для Y-хро-
мосомы делецией. При разработке тест-системы учитывали возможности визуальной детекции амплико-
нов посредством гель-электрофореза в агарозном геле, а также лазерной детекции посредством капил-
лярного электрофореза на ДНК-анализаторе ABI3130xl («Applied Biosystems», США). В результате выявлены
различия в длинах фрагментов для X- и Y-хромосом у самцов и самок всех исследованных видов, визуально
определяемые при гель-электрофорезе. Длины фрагментов, специфических для Х-хромосомы, в зави-
симости от вида животных, составили 264 или 280 п.о., для Y-хромосомы — 202 или 217 п.о. Использование
генетического анализатора ABI3130xl позволило осуществлять автоматическую лазерную детекцию полу-
ченных ампликонов, что делает возможным интеграцию разработанной тест-системы в мультиплексные
системы анализа микросателлитов.
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Ç‚Â‰ÂÌËÂ. àÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÂ ‡ÎÎÂÎÓÙÓÌ‰Ó‚ ‰ËÍËı
‚Ë‰Ó‚ ÔÓÎÓÓ„Ëı fl‚ÎflÂÚÒfl Ó‰ÌÓÈ ËÁ ‡ÍÚÛ‡Î¸Ì˚ı
Á‡‰‡˜ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ ÔÓÔÛÎflˆËÓÌÌÓÈ Ë ̋ ‚ÓÎ˛ˆËÓÌ-

ÌÓÈ „ÂÌÂÚËÍË. èËÌËÏ‡fl ‚Ó ‚ÌËÏ‡ÌËÂ ÒÎÓÊÌÓÒÚË
Ò ÔÓÎÛ˜ÂÌËÂÏ ÔÓ· ·ËÓÏ‡ÚÂË‡Î‡ ÓÚ ‰ËÍËı ÊË‚ÓÚ-
Ì˚ı, ‚ Í‡˜ÂÒÚ‚Â ËÒıÓ‰ÌÓ„Ó Ï‡ÚÂË‡Î‡ ‰Îfl ËÒÒÎÂ-
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‰Ó‚‡ÌËÈ Ì‡ıÓ‰flÚ ÔËÏÂÌÂÌËÂ ÌÂËÌ‚‡ÁË‚Ì˚Â ÔÓ-
·˚ (‚ÓÎÓÒ˚, ÔÓ·˚ Í‡Î‡), ÍÓÚÓ˚Â ÏÓ„ÛÚ ·˚Ú¸
Ì‡È‰ÂÌ˚ ‚ ÏÂÒÚ‡ı Ó·ËÚ‡ÌËfl ËÁÛ˜‡ÂÏ˚ı ‚Ë‰Ó‚ ÊË-
‚ÓÚÌ˚ı. ì˜ËÚ˚‚‡fl ‡ÁÎË˜Ëfl ‚ ˝ÚËÓÎÓ„ËË Ò‡ÏˆÓ‚
Ë Ò‡ÏÓÍ Û ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚‡ ‚Ë‰Ó‚ ÊË‚ÓÚÌ˚ı, ‰Îfl ·ÓÎÂÂ
Ó·˙ÂÍÚË‚ÌÓÈ ËÌÚÂÔÂÚ‡ˆËË ÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÓ‚ ÏÓÎÂÍÛ-
ÎflÌÓ-„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËı ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ ‰ËÍËı ÊË‚ÓÚÌ˚ı
ÌÂÓ·ıÓ‰ËÏÓ ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËÂ ÔÓÎÓ‚ÓÈ ÔËÌ‡‰ÎÂÊÌÓ-
ÒÚË ËÒÒÎÂ‰ÛÂÏ˚ı Ó·‡ÁˆÓ‚. èÓÚÂÌˆË‡Î¸Ì˚Ï Ñçä-
Ï‡ÍÂÓÏ ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÔÓÎ‡ ÊË‚ÓÚÌ˚ı fl‚ÎflÂÚ-
Òfl „ÂÌ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡. ÄÏÂÎÓ„ÂÌËÌ fl‚ÎflÂÚÒfl ·ÂÎÍÓ‚˚Ï
ÍÓÏÔÓÌÂÌÚÓÏ ‡Á‚Ë‚‡˛˘ÂÈÒfl ˝Ï‡ÎÂ‚ÓÈ Ï‡ÚËˆ˚
ÁÛ·Ó‚ [1]. Ç „ÂÌÓÏÂ ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡ ‚˚fl‚ÎÂÌÓ Ì‡ÎË˜ËÂ
‰‚Ûı ‚‡Ë‡ÌÚÓ‚ „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡ (AMEL), Ó‰ËÌ
ËÁ ÍÓÚÓ˚ı ÎÓÍ‡ÎËÁÓ‚‡Ì Ì‡ ï-ıÓÏÓÒÓÏÂ, ‡ ‰Û-
„ÓÈ — Ì‡ Y-ıÓÏÓÒÓÏÂ [2]. ëÚÛÍÚÛ‡ „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ-
„ÂÌËÌ‡ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡Ì‡ Û ˜ÂÎÓ‚ÂÍ‡ [3], ÍÛÔÌÓ„Ó Ó-
„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓÚ‡ [4], Ó‚Âˆ Ë ÓÎÂÌÂÈ [5], ÍÓÁ [6] Ë ‰.
ÉÂÌ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡ ‰ÓÒÚ‡ÚÓ˜ÌÓ ËÁ‚ÂÒÚÂÌ ‚ ÒÙÂÂ ÊË-
‚ÓÚÌÓ‚Ó‰˜ÂÒÍÓÈ Ì‡ÛÍË Ë ÏÓÊÂÚ ÔËÏÂÌflÚ¸Òfl ‰Îfl
Ë‰ÂÌÚËÙËÍ‡ˆËË ÔÓÎ‡ Û ‡ÁÎË˜Ì˚ı ‚Ë‰Ó‚ ÒÂÎ¸ÒÍÓ-
ıÓÁflÈÒÚ‚ÂÌÌ˚ı ÊË‚ÓÚÌ˚ı [7, 8].

åÂÊ‰Û X- Ë Y-ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍËÏË ‚‡Ë‡ÌÚ‡ÏË „Â-
Ì‡ AMEL Û ‡ÁÌ˚ı ‚Ë‰Ó‚ ÊË‚ÓÚÌ˚ı Ì‡·Î˛‰‡ÂÚÒfl
ÔÓÎËÏÓÙËÁÏ ÔÓ ‰ÎËÌÂ ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚË, ÔÓ-
˝ÚÓÏÛ X- Ë Y-„ÓÏÓÎÓ„Ë „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡ ÏÓ„ÛÚ
·˚Ú¸ ÔË„Ó‰Ì˚ ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÔÓÎ‡ Ì‡ ÏÓÎÂÍÛ-
ÎflÌÓ-„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÏ ÛÓ‚ÌÂ. èÓ‚Â‰ÂÌËÂ èñê Ò ËÒ-
ÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂÏ Ó‰ÌÓÈ Ô‡˚ Ô‡ÈÏÂÓ‚ ÔÓÁ‚ÓÎflÂÚ
‚˚fl‚ÎflÚ¸ ÏÛÊÒÍËÂ Ë ÊÂÌÒÍËÂ ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍËÂ ÔÓ-
‰ÛÍÚ˚ ‡ÏÔÎËÙËÍ‡ˆËË ‡ÁÌÓ„Ó ‡ÁÏÂ‡ (AMELX
Ë AMELY). êfl‰ ‡‚ÚÓÓ‚ ÔÂ‰Î‡„‡˛Ú ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËÂ
ÔÓÎ‡ Ò ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂÏ ‚ Í‡˜ÂÒÚ‚Â ·ËÓÏ‡ÚÂË‡Î‡
ÌÂ ÚÓÎ¸ÍÓ ÍÎ‡ÒÒË˜ÂÒÍË ËÒÔÓÎ¸ÁÛÂÏ˚ı ËÒÚÓ˜ÌËÍÓ‚
(Û¯ÌÓÈ ‚˚˘ËÔ, ÍÓ‚¸, Ï˚¯Â˜Ì‡fl ÚÍ‡Ì¸), ÌÓ Ë ̋ Ï-
·ËÓÌÓ‚ Ë ÔÓÏÂÚ‡ ÊË‚ÓÚÌ˚ı [6, 9, 10, 11, 12]. ÇÏÂ-
ÒÚÂ Ò ÚÂÏ, ÒÎÂ‰ÛÂÚ ÓÚÏÂÚËÚ¸, ˜ÚÓ ‰Îfl fl‰‡ ‚Ë‰Ó‚
ÊË‚ÓÚÌ˚ı Ì‡‰ÂÊÌ˚Â ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ˚ ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂ-
ÌËfl ÔÓÎ‡ ÏÓÎÂÍÛÎflÌÓ-„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËÏË ÏÂÚÓ‰‡ÏË
‚ Ì‡ÒÚÓfl˘ÂÂ ‚ÂÏfl ÓÚÒÛÚÒÚ‚Û˛Ú.

ñÂÎ¸ Ë ÏÂÚÓ‰ËÍ‡ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ. ñÂÎ¸˛ Ì‡¯Ëı
ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ fl‚ËÎ‡Ò¸ ‡Á‡·ÓÚÍ‡ ÛÌË‚ÂÒ‡Î¸ÌÓÈ
ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ˚ ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÔÓÎ‡ Û ‡ÁÎË˜Ì˚ı
‚Ë‰Ó‚ ÒÂÏÂÈÒÚ‚‡ ÔÓÎÓÓ„Ëı Ì‡ ÓÒÌÓ‚‡ÌËË ÓÔÂ‰Â-
ÎÂÌËfl ÔÓÎËÏÓÙËÁÏ‡ „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡. 

àÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËfl ÔÓ‚Ó‰ËÎË Ì‡ ÓÒÓ·flı ÒÂÏÂÈÒÚ‚‡
ÔÓÎÓÓ„Ëı (Bovidae) ‡ÁÌ˚ı ‚Ë‰Ó‚ Ë ÔÓ‰‚Ë‰Ó‚.
é·‡Áˆ˚ ÚÍ‡ÌË ËÒÒÎÂ‰ÛÂÏ˚ı ÊË‚ÓÚÌ˚ı ·˚ÎË ÔÓ-
ÎÛ˜ÂÌ˚ ÓÚ ÒÂÎ¸ÒÍÓıÓÁflÈÒÚ‚ÂÌÌ˚ı ÔÂ‰ÔËflÚËÈ,
ÍÎÛ·‡ „ÓÌ˚ı ÓıÓÚÌËÍÓ‚, Á‡ÔÓ‚Â‰ÌËÍÓ‚ Ë ÁÓÓÔ‡-
ÍÓ‚. Ç˚·ÓÍ‡ ‚ÍÎ˛˜‡Î‡ 139 ËÌ‰Ë‚Ë‰Û‡Î¸Ì˚ı Ó·-
‡ÁˆÓ‚ ‰ÓÏ‡¯ÌËı Ë ‰ËÍËı ‚Ë‰Ó‚ ÊË‚ÓÚÌ˚ı, ÓÚÌÓ-
Òfl˘ËıÒfl Í 8 ‡ÁÎË˜Ì˚ı Ó‰‡Ï ÒÂÏÂÈÒÚ‚‡ Bovidae,
‚ ÚÓÏ ̃ ËÒÎÂ Bos (n=4), Bison (n=16), Ovis (n=38),
Capra (n=65), Rupicapra (n=10), Tragelaphus (n=2),

Pseudois (n=2) Ë Hemitragus (n=2). Ñ‡ÌÌ˚Â Ó·
ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌÌÓÈ ‚˚·ÓÍÂ ÔÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌ˚ ‚ Ú‡·ÎËˆÂ 1.

Ç Í‡˜ÂÒÚ‚Â ·ËÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍÓ„Ó Ï‡ÚÂË‡Î‡ ËÒÔÓÎ¸-
ÁÓ‚‡ÎË Ó·‡Áˆ˚ ÚÍ‡ÌÂÈ (Û¯ÌÓÈ ‚˚˘ËÔ, Ï˚¯Â˜Ì‡fl
ÚÍ‡Ì¸). Ç˚‰ÂÎÂÌËÂ Ñçä ÓÒÛ˘ÂÒÚ‚ÎflÎË Ò ÔÓÏÓ˘¸˛
ÍÓÎÓÌÓÍ Nexttec («Nexttec™ Biotechnologie GmbH»,
ÉÂÏ‡ÌËfl) ÒÓ„Î‡ÒÌÓ ÂÍÓÏÂÌ‰‡ˆËflÏ ÙËÏ˚-ËÁ„Ó-
ÚÓ‚ËÚÂÎfl. 

ÑÎfl ‡ÏÔÎËÙËÍ‡ˆËË Ù‡„ÏÂÌÚ‡ „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌË-
Ì‡ ·˚ÎË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ì˚ Ô‡ÈÏÂ˚ SE47 (forward:
5’-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3’) Ë SE48 (rever-
se: 5’-CCCGCTTGGCTTGTCTGTTGC-3’), ÙÎ‡Ì-
ÍËÛ˛˘ËÂ Û˜‡ÒÚÓÍ ÒÓ ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍÓÈ ‰Îfl Y-ıÓ-
ÏÓÒÓÏ˚ ‰ÂÎÂˆËÂÈ. èË ‡Á‡·ÓÚÍÂ ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ˚
Û˜ËÚ˚‚‡ÎË ‚ÓÁÏÓÊÌÓÒÚË ‚ËÁÛ‡Î¸ÌÓÈ ‰ÂÚÂÍˆËË ‡Ï-
ÔÎËÍÓÌÓ‚ ÔÓÒÂ‰ÒÚ‚ÓÏ „ÂÎ¸-˝ÎÂÍÚÓÙÓÂÁ‡ ‚ ‡„‡-
ÓÁÌÓÏ „ÂÎÂ, ‡ Ú‡ÍÊÂ Î‡ÁÂÌÓÈ ‰ÂÚÂÍˆËË ÔÓÒÂ‰ÒÚ‚ÓÏ
Í‡ÔËÎÎflÌÓ„Ó ̋ ÎÂÍÚÓÙÓÂÁ‡ Ì‡ Ñçä-‡Ì‡ÎËÁ‡ÚÓ-
Â ABI3130xl («Applied Biosystems», ëòÄ). èñê
ÔÓ‚Ó‰ËÎË ‚ ÍÓÌÂ˜ÌÓÏ Ó·˙ÂÏÂ 15 ÏÍÎ. Ç ÔÓ·Ë-
ÍË ‚ÌÓÒËÎË ÔÓ 14 ÏÍÎ Â‡ÍˆËÓÌÌÓÈ ÒÏÂÒË, ÒÓÒÚÓfl-
˘ÂÈ ËÁ 1,5 ÏÍÎ 10ı èñê-·ÛÙÂ‡, 1,5 ÏÍÎ 2 Ïå
‡ÒÚ‚Ó‡ dNTPs, 0,2 ÏÍÎ 10 Ïå ÒÏÂÒË Ô‡ÈÏÂ-
Ó‚, 0,15 ÏÍÎ (1 UE) í‡q-ÔÓÎËÏÂ‡Á˚ («ÑË‡Î‡Ú
ãÚ‰.», êÓÒÒËfl), 10,45 ÏÍÎ ·Ë‰ËÒÚËÎÎËÓ‚‡ÌÌÓÈ
‚Ó‰˚, Ë ‰Ó·‡‚ÎflÎË 1 ÏÍÎ (50–100 Ì„) ËÒÒÎÂ‰ÛÂÏÓÈ
„ÂÌÓÏÌÓÈ Ñçä. ëÓÒÚ‡‚ èñê-·ÛÙÂ‡: 16,6 Ïå
(NH4)2SO4, 67,7 Ïå íËÒ-çë1 (ç = 8,8), 0,1 Ó·˙-
ÂÏ‡ Tween 20. ÄÏÔÎËÙËÍ‡ˆË˛ ÓÒÛ˘ÂÒÚ‚ÎflÎË Ì‡
ÚÂÏÓˆËÍÎÂÂ Labcycler (SensoQuest, GmbH). èÓÒ-
ÎÂ Ì‡˜‡Î¸ÌÓÈ ‰ÂÌ‡ÚÛ‡ˆËË (950ë, 7 ÏËÌ) ‚˚ÔÓÎ-
ÌflÎË 40 ̂ ËÍÎÓ‚ ‡ÏÔÎËÙËÍ‡ˆËË (950ë, 1 ÏËÌ; 580ë,
1 ÏËÌ; 720ë, 1 ÏËÌ). êÂÊËÏ ÓÚÊË„‡ ‡ÒÒ˜ËÚ˚‚‡ÎË
Ò Û˜ÂÚÓÏ ÚÂÏÔÂ‡ÚÛ˚ ÔÎ‡‚ÎÂÌËfl Ô‡ÈÏÂÓ‚. èÓ-
‰ÛÍÚ˚ ÔÓ‚Â‰ÂÌÌÓÈ Â‡ÍˆËË ‚ËÁÛ‡Î¸ÌÓ ‰ÂÚÂÍÚË-
Ó‚‡ÎË ÔË „ÂÎ¸-˝ÎÂÍÚÓÙÓÂÁÂ ‚ 2% ‡„‡ÓÁÌÓÏ
„ÂÎÂ. ÑÎfl Î‡ÁÂÌÓÈ ‰ÂÚÂÍˆËË ÔÓ‰ÛÍÚÓ‚ èñê Ì‡
„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÏ ‡Ì‡ÎËÁ‡ÚÓÂ ABI3130xl («Applied
Biosystems», ëòÄ) ‚ Ô‡ÈÏÂ SE47 ‚ 3’ ÔÓÁËˆËË
‚‚Ó‰ËÎË ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÛ˛ ÏÂÚÍÛ NED. ê‡ÁÏÂ˚
Ù‡„ÏÂÌÚÓ‚ ÓÔÂ‰ÂÎflÎË Ò ÔÓÏÓ˘¸˛ ÔÓ„‡ÏÏÌÓ„Ó
Ó·ÂÒÔÂ˜ÂÌËfl Gene Mapper v. 4 («Applied Biosy-
stems», ëòÄ). 

êÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ. éÒÌÓ‚ÓÈ ‰Îfl ‡Á-
‡·ÓÚÍË ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ˚ ÔÓÒÎÛÊËÎË ÎËÚÂ‡ÚÛÌ˚Â
ËÒÚÓ˜ÌËÍË, ÂÍÓÏÂÌ‰‡ˆËË ÏÂÊ‰ÛÌ‡Ó‰ÌÓ„Ó Ó·˘Â-
ÒÚ‚‡ „ÂÌÂÚËÍË ÊË‚ÓÚÌ˚ı (ISAG) ÔÓ Ï‡ÍÂ‡Ï ‰Îfl
ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÔÓÎ‡ [13, 14], ‡ Ú‡ÍÊÂ ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸-
ÌÓÒÚË „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡, ‰ÂÔÓÌËÛÂÏ˚Â ‚ „ÂÌÌÓÏ
·‡ÌÍÂ (www.ncbi.nlm.nih.gov). íÂÓÂÚË˜ÂÒÍË ÓÊË-
‰‡ÂÏ˚Â ‰ÎËÌ˚ Ù‡„ÏÂÌÚÓ‚ „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡, ÒÔÂ-
ˆËÙË˜ÂÒÍËÂ ‰Îfl X- (AMELX) Ë Y-ıÓÏÓÒÓÏ (AME-
LY), ‰Îfl ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌÌ˚ı ‚Ë‰Ó‚ ÊË‚ÓÚÌ˚ı ÔÂ‰ÒÚ‡‚-
ÎÂÌ˚ ‚ Ú‡·ÎËˆÂ 2. 
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êÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ „ÂÎ¸-˝ÎÂÍÚÓÙÓÂÁ‡ ÔÓ‰ÛÍÚÓ‚ èñê
ÔÓÍ‡Á‡ÎË ‡ÁÎË˜Ëfl ‚ ‰ÎËÌ‡ı Ù‡„ÏÂÌÚÓ‚ AMELY
Ë AMELX Û Ò‡ÏÓÍ Ë Ò‡ÏˆÓ‚ ‡ÁÌ˚ı ‚Ë‰Ó‚ Ë ÔÓ‰-
‚Ë‰Ó‚ ËÒÒÎÂ‰ÛÂÏ˚ı ÊË‚ÓÚÌ˚ı Ë Ëı ÒÓÓÚ‚ÂÚÒÚ‚ËÂ
ÚÂÓÂÚË˜ÂÒÍË ÓÊË‰‡ÂÏ˚Ï: ‰ÎËÌ˚ Ù‡„ÏÂÌÚÓ‚, ÒÔÂ-
ˆËÙË˜ÂÒÍËı ‰Îfl ï-ıÓÏÓÒÓÏ˚, ‚ Á‡‚ËÒËÏÓÒÚË ÓÚ
‚Ë‰‡ ÊË‚ÓÚÌ˚ı, ÒÓÒÚ‡‚ËÎË 264 ËÎË 280 Ô.Ó., ‰Îfl
Y-ıÓÏÓÒÓÏ˚ — 202 ËÎË 217 Ô.Ó. (ËÒ. 1).

êÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ Í‡ÔËÎÎflÌÓ„Ó ̋ ÎÂÍÚÓÙÓÂÁ‡ Ò ÔÓ-
ÒÎÂ‰Û˛˘ÂÈ Î‡ÁÂÌÓÈ ‰ÂÚÂÍˆËÂÈ ÔÓ‰ÛÍÚÓ‚ èñê,
ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓ ÏÂ˜ÂÌÌ˚ı NED Ò ÔÓÏÓ˘¸˛ Ô‡È-
ÏÂ‡ SE47, Ì‡ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÏ ‡Ì‡ÎËÁ‡ÚÓÂ ABI3130xl
(«Applied Biosystems», ëòÄ) ÔÓÍ‡Á‡Ì˚ Ì‡ Ë-
ÒÛÌÍÂ 2. ä‡Í ÒÎÂ‰ÛÂÚ ËÁ ‰‡ÌÌ˚ı, ÔÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌÌ˚ı
Ì‡ ËÒÛÌÍÂ 2, ‚‚Â‰ÂÌËÂ ÙÎÛÓÂÒˆÂÌÚÌÓÈ ÏÂÚÍË ÔÓÁ-

‚ÓÎflÂÚ ÓÒÛ˘ÂÒÚ‚ÎflÚ¸ ‰Ë‡„ÌÓÒÚËÍÛ ÔÓÎ‡ ÊË‚ÓÚÌ˚ı
‚ ‡‚ÚÓÏ‡ÚË˜ÂÒÍÓÏ ÂÊËÏÂ, ‡ Ú‡ÍÊÂ ‚ ÔÓÒÎÂ‰Û˛˘ÂÏ
ËÌÚÂ„ËÓ‚‡Ú¸ ‡Á‡·ÓÚ‡ÌÌÛ˛ ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏÛ ‚ ÏÛÎ¸-
ÚËÔÎÂÍÒÌ˚Â ÒËÒÚÂÏ˚ ‡Ì‡ÎËÁ‡ ÏËÍÓÒ‡ÚÂÎÎËÚÓ‚. 

í‡ÍËÏ Ó·‡ÁÓÏ, ÔÓÎÛ˜ÂÌÌ˚Â ÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ Ò‚Ë-
‰ÂÚÂÎ¸ÒÚ‚Û˛Ú, ̃ ÚÓ ‡Á‡·ÓÚ‡ÌÌ‡fl Ì‡ÏË ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂ-
Ï‡ ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÔÓÎ‡ Û ÊË‚ÓÚÌ˚ı ÒÂÏÂÈÒÚ‚‡
ÔÓÎÓÓ„Ëı Ì‡ ÓÒÌÓ‚Â „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡ Ò ËÒÔÓÎ¸-
ÁÓ‚‡ÌËÂÏ Ô‡ÈÏÂÓ‚ SE47 (forward: 5’-CAGCCA-
AACCTCCCTCTGC-3’) Ë SE48 (reverse: 5’ -CCC-
GCTTGGCTTGTCTGTTGC-3’) ÔË ÛÒÎÓ‚ËË ÔÓ-
‚Â‰ÂÌËfl èñê Ò ÛÍ‡Á‡ÌÌ˚Ï Ì‡ÏË ‡·Ó˜ËÏ ÂÊËÏÓÏ
ÚÂÏÔÂ‡ÚÛ˚ Ë ̋ ÍÒÔÓÁËˆËË ˝Ú‡ÔÓ‚ Â‡ÍˆËË ̋ ÙÙÂÍ-
ÚË‚Ì‡ Ë ‰ÓÒÚÓ‚ÂÌ‡, Ë ÔÓÁ‚ÓÎflÂÚ ÔËÏÂÌflÚ¸ Âfi ‰Îfl
‰ÂÚÂÍˆËË ÔÓÎ‡ Û ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌÌ˚ı Ú‡ÍÒÓÌÓ‚.
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í‡·ÎËˆ‡ 1. ï‡‡ÍÚÂËÒÚËÍ‡ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌÌÓÈ ‚˚·ÓÍË ÊË‚ÓÚÌ˚ı 

ÇË‰ èÓ‰‚Ë‰ / ÔÓÓ‰‡ n

äÛÔÌ˚È Ó„‡Ú˚È ÒÍÓÚ (Bos taurus) ÑÓÏ‡¯Ìflfl ÍÓÓ‚‡ (B. t. taurus) / ıÓÎÏÓ„ÓÒÍ‡fl ÔÓÓ‰‡ 4

áÛ· (Bison bonasus) 8

ÅËÁÓÌ (Bison bison) 8

ÑÓÏ‡¯Ìflfl Ó‚ˆ‡ (Ovis aries) êÓÏ‡ÌÓ‚ÒÍ‡fl ÔÓÓ‰‡ 8

ëÌÂÊÌ˚È ·‡‡Ì (Ovis nivicola) üÍÛÚÒÍËÈ ÒÌÂÊÌ˚È ·‡‡Ì (O. n. lydekkeri) 8

åÛÙÎÓÌ (Ovis orientalis) Ö‚ÓÔÂÈÒÍËÈ ÏÛÙÎÓÌ (O. o. musimon) 8

Äı‡ (Ovis ammon)

ÄÎÚ‡ÈÒÍËÈ ‡ı‡ (O. a. ammon) 8

è‡ÏËÒÍËÈ ‡ı‡ (O. a. polii) 1

íflÌ¸¯‡Ì¸ÒÍËÈ ‡ı‡ (O. a. karelini) 1

ìË‡Î (Ovis vignei)

ÅÂÎÛ‰ÊËÒÚ‡ÌÒÍËÈ ÛË‡Î (O. v. blanfordi) 2

ÅÛı‡ÒÍËÈ ÛË‡Î (O. v. bocharensis) 1

ÄÙ„‡ÌÒÍËÈ ÛË‡Î (O. v. cycloceros) 1

äÓÁ‡ (Capra hircus)
ÑÓÏ‡¯Ìflfl ÍÓÁ‡ (C. h. hircus) / ÓÂÌ·Û„ÒÍ‡fl ÔÓÓ‰‡ 8

äËÚÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (C. h. cretica) 1

íÛ (Capra caucasica)

CÂ‰ÌÂÍ‡‚Í‡ÁÒÍËÈ ÚÛ (èÂÂıÓ‰Ì‡fl ÙÓÏ‡ C. c.
cylindricornis Ë C. c. severtzovi) 13

Ñ‡„ÂÒÚ‡ÌÒÍËÈ ÚÛ (C. c. cylindricornis) 12

äÛ·‡ÌÒÍËÈ ÚÛ (C. c. severtzovi) 13

ëË·ËÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (Capra sibirica)

ëÂ‰ÌÂ‡ÁË‡ÚÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (C. s. alaiana) 5

ÉÓ·ËÈÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (C. s. hagenbecki) 1

ÄÎÚ‡ÈÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (C. s. sibirica) 6

ÉËÏ‡Î‡ÈÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (C. s. sakeen) 1

ÅÂÁÓ‡Ó‚˚È ÍÓÁÂÎ (Capra aegagrus) ÅÂÎÛ‰ÊËÒÚ‡ÌÒÍËÈ ·ÂÁÓ‡Ó‚˚È ÍÓÁÂÎ (C. a. blythi) 3

ÇËÌÚÓÓ„ËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (Capra falconeri)
ÉËÎ„ËÚÒÍËÈ ‚ËÌÚÓÓ„ËÈ ÍÓÁÂÎ (C. f. falconeri) 1

ëÛÎÂÈÏ‡ÌÓ‚ ‚ËÌÚÓÓ„ËÈ ÍÓÁÂÎ (C. f. jerdoni) 1

ëÂÌ‡ (Rupicarpa rupicarpa)
ä‡‚Í‡ÁÒÍ‡fl ÒÂÌ‡ (R. r. caucasica) 9

ò‡ÚÂÁÒÍ‡fl ÒÂÌ‡ (R. r. cartusiana) 1

ÉÓÌ‡fl Ì¸flÎ‡ (Tragelaphus buxtoni) 1

ÅÛ¯·ÓÍ (Tragelaphus scriptus) ÅÛ¯·ÓÍ åÂÌÂÎËÍ‡ (T. s. meneliki) 1

ÉÓÎÛ·ÓÈ ·‡‡Ì (Pseudois nayaur) íË·ÂÚÒÍËÈ „ÓÎÛ·ÓÈ ·‡‡Ì (P. n. nayaur) 2

í‡ (Hemitragus) ÉËÏ‡Î‡ÈÒÍËÈ Ú‡ (Hemitragus jemlahicus) 2
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í‡·ÎËˆ‡ 2. ÑÎËÌ˚ Ù‡„ÏÂÌÚÓ‚, ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍËı ‰Îfl Y- Ë X-‚‡Ë‡ÌÚÓ‚ „ÂÌ‡ ‡ÏÂÎÓ„ÂÌËÌ‡ 
‡ÁÌ˚ı ‚Ë‰Ó‚ ÊË‚ÓÚÌ˚ı

ÇË‰ (ÔÓ‰‚Ë‰, ÔÓÔÛÎflˆËfl)
ÑÎËÌ‡ Ù‡„ÏÂÌÚ‡

AMELY AMELX

ÑÓÏ‡¯Ìflfl ÍÓÓ‚‡ (Bos taurus taurus)
áÛ· (Bison bonasus)
ÅËÁÓÌ (Bison bison)
ÉÓÌ‡fl Ì¸flÎ‡ (Tragelaphus buxtoni)
ÅÛ¯·ÓÍ åÂÌÂÎËÍ‡ (Tragelaphus scriptus meneliki)

217 280

ÑÓÏ‡¯Ìflfl ÍÓÁ‡ (Capra hircus)
äËÚÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (Capra hircus cretica)
ÅÂÎÛ‰ÊËÒÚ‡ÌÒÍËÈ ·ÂÁÓ‡Ó‚˚È ÍÓÁÂÎ (Capra aegagrus blythi)

202 264

ä‡‚Í‡ÁÒÍ‡fl ÒÂÌ‡ (Rupicarpa rupicarpa caucasica)
ò‡ÚÂÁÒÍ‡fl ÒÂÌ‡ (Rupicapra rupicapra cartusiana)
ëÂ‰ÌÂÍ‡‚Í‡ÁÒÍËÈ ÚÛ (Capra caucasica)
Ñ‡„ÂÒÚ‡ÌÒÍËÈ ÚÛ (Capra cylindricornis)
ÑÓÏ‡¯Ìflfl Ó‚ˆ‡ (Ovis aries)
ëÌÂÊÌ˚È ·‡‡Ì (Ovis nivicola)
Ö‚ÓÔÂÈÒÍËÈ ÏÛÙÎÓÌ (Ovis orientalis musimon)
Äı‡ (Ovis ammon)
è‡ÏËÒÍËÈ ‡ı‡ (Ovis ammon poli)
íflÌ¸¯‡Ì¸ÒÍËÈ ‡ı‡ (Ovis ammon karelini)
ÅÂÎÛ‰ÊËÒÚ‡ÌÒÍËÈ ÛË‡Î (Ovis orientalis blanfordi)
ÅÛı‡ÒÍËÈ ìË‡Î (Ovis vignei bochariensis)
ÄÙ„‡ÌÒÍËÈ ÛË‡Î (Ovis vignei cycloceros)
ÉËÎ„ËÚÒÍËÈ ‚ËÌÚÓÓ„ËÈ ÍÓÁÂÎ (Capra falconeri falconeri)
ëÛÎÂÈÏ‡ÌÓ‚ ‚ËÌÚÓÓ„ËÈ ÍÓÁÂÎ (Capra falconeri jerdoni)
ëÂ‰ÌÂ‡ÁË‡ÚÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (Capra sibirica alaiana)
ÉÓ·ËÈÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÓ„ (Capra sibirica hagenbecki)
ÄÎÚ‡ÈÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (Capra sibirica sibirica)
ÉËÏ‡Î‡ÈÒÍËÈ „ÓÌ˚È ÍÓÁÂÎ (Capra sibirca sakeen)
äÛ·‡ÌÒÍËÈ ÚÛ (Capra caucasica severtzovi)
íË·ÂÚÒÍËÈ „ÓÎÛ·ÓÈ ·‡‡Ì (Pseudois nayaur nayaur)
ÉËÏ‡Î‡ÈÒÍËÈ Ú‡ (Hemitragus jemlahicus)

217 264

Рис. 1. Гель электрофорез продуктов ПЦР фрагмента гена AMEL
у различных видов животных, полученных с использованием разработанной тест-системы

èËÏÂ˜‡ÌËÂ: ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌÌ˚Â ‚Ë‰˚ ÛÍ‡Á‡Ì˚ ‚ ÌËÊ-
ÌÂÈ ̃ ‡ÒÚË ÙÓÚÓ„‡ÙËÈ; AMELX — Ù‡„ÏÂÌÚ, ÒÔÂˆË-
ÙË˜ÂÒÍËÈ ‰Îfl X-ıÓÏÓÒÓÏ˚, AMELY — Ù‡„ÏÂÌÚ,
ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍËÈ ‰Îfl Y-ıÓÏÓÒÓÏ˚; ‰ÎËÌ˚ Ù‡„ÏÂÌ-
ÚÓ‚ ÛÍ‡Á‡Ì˚ ‚ Ô‡‡ı ÓÒÌÓ‚‡ÌËÈ (bp).
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èËÏÂ˜‡ÌËÂ: Ä — ‰ÓÏ‡¯Ìflfl ÍÓÁ‡ (Capra hircus); Å — ‰ÓÏ‡¯Ìflfl ÍÓÓ‚‡ (B.taurus taurus).

Рис. 2. Результаты капиллярного электрофореза флуоресцентно меченных продуктов ПЦР фрагмента гена AMEL
у различных видов животных, полученных с использованием разработанной тест-системы 

ê‡·ÓÚ‡ ÔÓ‚Â‰ÂÌ‡ ‚ ‡ÏÍ‡ı ‚˚ÔÓÎÌÂÌËfl „ÓÒÛ‰‡ÒÚ‚ÂÌÌÓ„Ó Á‡‰‡ÌËfl 
‹ ÄÄÄÄ-Ä18-118021590138-1 ‚ 2018 „Ó‰Û
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2006. — ‹ 73. — ê. 1333–1337.

8. Pajares G. A sexing protocol for wild ruminants based on PCR amplification of amelogenin gene AMELX
and AMELY / G. Pajares, I. Alvarez, I. Fernandez, L. Perez-Paravol, F. Goyache, L. I. Royo // Arch.
Tierz. Dummerstorf. — 2007. — ‹ 50(5). — ê. 442–446.

Magazine-4-2018_Layout 1  23.12.2018  10:31  Page 7



ГЕНЕТИКА И РАЗВЕДЕНИЕ ЖИВОТНЫХ 4/2018

8 C. Н. Петров и др. ©

9. Ennis S. A PCR-based sex-determination assay in cattle based on the bovine amelogenin locus / S. Ennis,
T. F. Gallagher // Anim. Genet. — 1994. — ‹ 25. — ê. 425–427.

10. Malik H. N. A single blastomere sexing of caprine embryos by simultaneous amplification of sex chro-
mosome-specific sequence of SRY and amelogenin genes / H. N. Malik, D. K. Singhal, A. Mukherjee,
N. Bara, S. Kumar, S. Saugandhika, A. K. Mohanty, J. K. Kaushik, S. Bag, B. C. Das, S. K. Bhanja,
D. Malakar // Livestock Science. — 2013. — ‹ 157. — ê. 351–357.

11. Yamauchi K. Sex determination based on fecal DNA analysis of the amelogenin gene in sika deer (Cervus
Nippon) / K. Yamauchi, S. I. Hamasaki, K. Miyazki, T. Kikusui, Y. Takeuchi, Y. Mori // J. Vet.
Med. Sci. SO. — 2000. — ê. 669–671.

12. Yamamoto K. Sex identification of Japanese black bear, Ursus thibetanus japonicus, by PCR based on
amelogenin gene / K. Yamamoto, T. Tsubota, T. Komatsu, A. Katayama, T. Murase, I. Kita, T. Ku-do //
Theriogenology. — 2002. — ‹ 64. — ê. 505–508.

13. Pidancier N. Evolutionary history of the genus Capra (Mammalia, Artiodactyla): discordance between
mitochondrial DNA and Y-chromosome phylogenies / N. Pidancier, S. Jordan, G. Luikart, P. Taberlet //
Mol. Phylogenet. Evol. — 2006. — ‹ 40(3). — ê. 739–449. 

14. Kim B. J. Species and sex dentification of the Korean goral (Nemorhaedus caudatus) by molecular
analysis of non-invasive samples / B. J. Kim, Y. S. Lee, J. H. An, H. C. Park., H. Okumura, H. Lee,
M. S. Min // Mol. Cells. — 2008. — ‹ 26(3). — ê. 314–8. 

Petrov S., Kharzinova V., Kostyunina O., Dotsev A., Zinovieva N. 

Development of a universal test for sex determination in species
of the bovidae family based on the analysis of amelogenin 

gene polymorphism

Abstract. One of the important aspects of the population and evolutionary genetics study of animals is their
sex determination using DNA markers. As a candidate locus for sex determination in both wild and domestic
animal species is the amelogenin gene, since the variants of this gene located on the X and Y chromosomes
are polymorphic along the sequence. The aim of our research was the development of the universal test system
for sex determination in species of the Bovidae family based was the development of the universal test system
for sex determination in species of the Bovidae family based on the analysis of amelogenin gene polymorphism.
The studied sample set consisted of 139 individuals of domestic and wild animal species belonging to the 8 dif-
ferent genus of the family Bovidae including Bos (n=4), Bison (n=16), Ovis (n=38), Capra (n=65), Rupicapra (n=10),
Tragelaphus (n=2), Pseudois (n=2) and Hemitragus (n=2). Samples of animal tissue obtained from farms, the
mountain hunters club, reserves and zoos were used as biological material. The literature sources, recom-
mendations of the International Society of Animal Genetics (ISAG) on markers for sex determination as well as
amelogenin gene sequences deposited in the gene bank of the NCBI served as the basis for the test system
development. The primers SE47 (forward: 5’-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3’) and SE48 (reverse: 5’-CCCGCTTG-
GCTTGTCTGTTGC-3 ’) were selected to amplify the amelogenin gene fragment, flanking the site with the Y-chro-
mosome-specific deletion. To develop the test system, the possibilities of visual detection of amplicons by gel
electrophoresis in agarose gel, as well as laser detection by capillary electrophoresis on an ABI3130xl DNA an-
alyzer (Applied Biosystems, USA) were taken into account. As a result, differences in fragment lengths for the
X and Y chromosomes in males and females of all studied species were identified, visually determined by gel
electrophoresis. The lengths of the fragments specific for the X chromosome, depending on the species of an-
imals, were 264 or 280 bp, for the Y chromosome — 202 or 217 bp. Using the genetic analyzer ABI3130xl allowed
the implementation of the automatic laser detection of the obtained amplicons, which makes it possible to in-
tegrate the developed test system into the multiplex microsatellite analysis systems.
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