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содержащих деградированную ДНК 

Аннотация. 

Цель: разработать систему идентификации аллелей локуса BoLA-DRB3.2, направленных на амплифи-
кацию коротких целевых фрагментов с последующим секвенированием по Сэнгеру, пригодную для иссле-
дования образцов, содержащих поврежденную ДНК. 

Материалы и методы. Впервые разработана тест-системы для секвенирования полиморфного участка 
гена BoLA-DRB3 по Сэнгеру, пригодная для анализа деградированной ДНК. Апробацию системы прово-
дили на 10 современных и 4 древних образцах КРС. Выравнивание последовательностей и типирование 
аллелей проводилось с помощью программы UGENE v1.32.0 и онлайн ресурса BLAST. 

Результаты. Разработана тест-система, позволяющая амплифицировать фрагмент локуса BoLA-DRB3.2, 
пригодный для дальнейшего анализа посредством секвенирования по Сэнгеру и типирования аллелей. Про-
анализировано 4 образца ДНК, полученной из древних образцов, предоставленных институтом археологии 
РАН. В качестве группы сравнения использовались 13 образцов разных пород современных представителей 
крупного рогатого скота. Для всех исследованных образцов удалось получить последовательности высоко-
полиморфного фрагмента второго экзона локуса BoLA-DRB3.2 длиной 114 п.о., расположенного на BTA23:25 
730 221-25 730 334 (сборка ARS-UCD2.0, GenBank: GCF_002263795.3). Однако при прочтении последователь-
ностей части образцов некоторые нуклеотиды были определены неоднозначно. Удалось достаточно уверенно 
типировать аллели для 10 из 13 образцов: идентичность анализируемых последовательностей с референс-
ными последовательностями аллелей составляла более 99 %. Три современных образца были идентифи-
цированы с меньшим уровнем идентичности (95,536, 96,429 и 98,214 % соответственно для MOD1, MOD9 и 
MOD8), что может быть связано с неточным прочтением нуклеотида в процессе секвенирования. 
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ê‡·ÓÚ‡ ‚˚ÔÓÎÌÂÌ‡ ÔË ÙËÌ‡ÌÒÓ‚ÓÈ ÔÓ‰‰ÂÊÍÂ  
åËÌËÒÚÂÒÚ‚‡ Ì‡ÛÍË Ë ‚˚Ò¯Â„Ó Ó·‡ÁÓ‚‡ÌËfl êî (ÚÂÏ‡ FGGN-2024-0015). 

Ç‚Â‰ÂÌËÂ. ÉÎ‡‚Ì˚È ÍÓÏÔÎÂÍÒ „ËÒÚÓÒÓ‚ÏÂÒÚË-
ÏÓÒÚË (ÉäÉ) ÔÂ‰ÒÚ‡‚ÎflÂÚ ÒÓ·ÓÈ „ÛÔÔÛ ÚÂÒÌÓ 
Ò‚flÁ‡ÌÌ˚ı „ÂÌÓ‚, ÙÓÏËÛ˛˘Ëı „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËÈ 
ÍÓÏÔÓÌÂÌÚ ËÏÏÛÌÌÓÈ ÒËÒÚÂÏ˚ ÏÎÂÍÓÔËÚ‡˛˘Ëı 
[1]. ì ÍÛÔÌÓ„Ó Ó„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓÚ‡ ÉäÉ ÒÓÒÚÓËÚ ËÁ 
ÚÂı ÍÓÔËÈ DRB ÍÎ‡ÒÒ‡ II, ÔË˜ÂÏ „ÂÌ BoLA-
DRB3 fl‚ÎflÂÚÒfl Ì‡Ë·ÓÎÂÂ ‚˚ÒÓÍÓ˝ÍÒÔÂÒÒËÛÂ-
Ï˚Ï, ÙÛÌÍˆËÓÌ‡Î¸Ì˚Ï Ë ÔÓÎËÏÓÙÌ˚Ï. èÓÎË-
ÏÓÙËÁÏ DRB3 ‚ ÓÒÌÓ‚ÌÓÏ ÒÓÒÂ‰ÓÚÓ˜ÂÌ ‚Ó 
‚ÚÓÓÏ ˝ÍÁÓÌÂ. [2]. ç‡ Ì‡ÒÚÓfl˘ËÈ ÏÓÏÂÌÚ ‚ ·‡ÁÂ 
‰‡ÌÌ˚ı ËÏÏÛÌÓÔÓÎËÏÓÙËÁÏ‡ (IPD)-MHC 
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/Bo-
LA/) Á‡Â„ËÒÚËÓ‚‡ÌÓ ·ÓÎÂÂ 300 ‡ÎÎÂÎÂÈ 

DRB3. èÓÍ‡Á‡ÌÓ, ˜ÚÓ „ÂÌ BoLA-DRB3 Ò‚flÁ‡Ì c 
ÙÓÏËÓ‚‡ÌËÂÏ ËÏÏÛÌÌÓÈ Â‡ÍˆËË Ì‡ ÌÂÍÓÚÓ˚Â 
ËÌÙÂÍˆËÓÌÌ˚Â Á‡·ÓÎÂ‚‡ÌËfl, Ú‡ÍËÂ Í‡Í Ï‡ÒÚËÚ 
[3], Ô‡ÔËÎÎÓÏ‡‚ËÛÒÌ‡fl ËÌÙÂÍˆËfl [4], ËÌÙÂÍˆËfl 
‚ËÛÒ‡ „ÂÔÂÒ‡ 1 ÚËÔ‡ [5], fl˘Û [6]. 

áÌ‡˜ËÚÂÎ¸ÌÓÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ‡·ÓÚ ·˚ÎÓ Ì‡Ô‡‚-
ÎÂÌÓ Ì‡ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÂ Ò‚flÁË ‡ÎÎÂÎÂÈ BoLA-
DRB3 Ò ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚ¸˛ ËÎË ˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸˛ 
Í ÎÂÈÍÓÁÛ äêë [7—9]. Ç˚fl‚ÎÂÌÓ, ̃ ÚÓ ÌÂÍÓÚÓ˚Â 
BoLA-DRB3 Ò‚flÁ‡Ì˚ Ò ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚ¸˛ ËÎË ˜Û‚-
ÒÚ‚ËÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸˛ Í ÎÂÈÍÓÁÛ ÍÛÔÌÓ„Ó Ó„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓ-
Ú‡. Xu A. Ò ÒÓ‡‚Ú. ÔÓÍ‡Á‡ÎË, ̃ ÚÓ ÔËÒÛÚÒÚ‚ËÂ „ÎÛ-
Ú‡ÏËÌÓ‚ÓÈ ÍËÒÎÓÚ˚ Ë ‡„ËÌËÌ‡ ‚ ÔÓÁËˆËflı 



70—71 ‡ÏËÌÓÍËÒÎÓÚÌÓÈ ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚË ÒÔÓ-
ÒÓ·ÒÚ‚ÛÂÚ ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚË Í ‡Á‚ËÚË˛ ÔÂÒËÒÚÂÌÚ-
ÌÓ„Ó ÎËÏÙÓˆËÚÓÁ‡ [10]. èÓÁÊÂ Carignano H. A. 
Ò ÒÓ‡‚Ú. [11] ÔÓ‰Ú‚Â‰ËÎ ˝ÚË ‰‡ÌÌ˚Â Ë ÔÂ‰ÎÓ-
ÊËÎ ‡Ò¯ËÂÌÌ˚È ÒÔËÒÓÍ ‡ÏËÌÓÍËÒÎÓÚ ‚ Á‡‰‡Ì-
Ì˚ı ÔÓÁËˆËflı (Ser13 -Glu70 -Arg71 -Glu74 (pocket 
4), Ser11 -Ser30 (pocket 6), Glu28 -Trp61 -Arg71 
(pocket 7) and Asn37 -Asp57 (pocket 9)), ‰Îfl ÍÓ-
ÚÓ˚ı ‚˚fl‚ÎÂÌ‡ ÁÌ‡˜ËÏ‡fl Ò‚flÁ¸ ÒÓ ÒÌËÊÂÌËÂÏ 
ÛÓ‚Ìfl ËÌÙÂÍˆËË (<1% ˆËÍÛÎËÛ˛˘Ëı ËÌÙË-
ˆËÓ‚‡ÌÌ˚ı B-ÍÎÂÚÓÍ).  

íÂÌ‰ÂÌˆËfl Í ÒÌËÊÂÌË˛ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓ„Ó ‡ÁÌÓ-
Ó·‡ÁËfl ÔÓÓ‰ ÒÍÓÚ‡ ‚Ó ‚ÒÂÏ ÏËÂ ÒÚ‡‚ËÚ ÔÓ‰ 
Û„ÓÁÛ ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÂ ‡Á‚ËÚËÂ ÒÂÎ¸ÒÍÓ„Ó ıÓÁflÈÒÚ‚‡. 
Ç ·ÓÎ¸¯ÂÈ ÒÚÂÔÂÌË ˝ÚÓ Í‡Ò‡ÂÚÒfl ÍÓÏÏÂ˜ÂÒÍËı 
ÔÓÓ‰ Ò ‚˚ÒÓÍËÏ ÛÓ‚ÌÂÏ ÒÂÎÂÍˆËÓÌÌÓ„Ó ‰‡‚ÎÂ-
ÌËfl, ‚ ÍÓÚÓ˚ı ÓÚ·Ó ˜‡ÒÚÓ Ì‡Ô‡‚ÎÂÌ Ì‡ ÔÓ‚˚-
¯ÂÌËÂ ÔÓ‰ÛÍÚË‚Ì˚ı Í‡˜ÂÒÚ‚ ·ÂÁ Û˜ÂÚ‡ ÛÒÚÓÈ˜Ë-
‚ÓÒÚË Í Á‡·ÓÎÂ‚‡ÌËflÏ. é‰Ì‡ÍÓ ÎÓÍ‡Î¸Ì˚Â ÔÓÓ‰˚ 
Ú‡ÍÊÂ ÏÓ„ÛÚ ÚÂflÚ¸ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓÂ ‡ÁÌÓÓ·‡ÁËÂ ‚ 
ÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÂ ÛÎÛ˜¯ÂÌËfl Ëı ‚˚ÒÓÍÓÔÓ‰ÛÍÚË‚Ì˚ÏË 
Ú‡Ì„‡ÌË˜Ì˚ÏË ÔÓÓ‰‡ÏË. Ç ̋ ÚÓÏ ÒÎÛ˜‡Â ‡Ì‡ÎËÁ 
˜‡ÒÚÓÚ ‡ÎÎÂÎÂÈ, Ò‚flÁ‡ÌÌ˚ı Ò ÂÁËÒÚÂÌÚÌÓÒÚ¸˛ Í 
Á‡·ÓÎÂ‚‡ÌËflÏ, ÌÂ ·Û‰ÂÚ ÓÚ‡Ê‡Ú¸ ‡ÁÌÓÓ·‡ÁËÂ 
ÎÓÍ‡Î¸Ì˚ı ÔÓÓ‰ ÔÓ ‰‡ÌÌÓÏÛ ÎÓÍÛÒÛ, ˜ÚÓ ÌÂ ÔÓÁ-
‚ÓÎËÚ ‚ ÔÓÎÌÓÈ ÏÂÂ ÓˆÂÌËÚ¸ Ëı „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÛ˛ 
ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚ¸ Í ËÌÙÂÍˆËÓÌÌ˚Ï Á‡·ÓÎÂ‚‡ÌËflÏ Ë 
‚ÂÒÚË ÒÂÎÂÍˆËÓÌÌÛ˛ ‡·ÓÚÛ, Ì‡Ô‡‚ÎÂÌÌÛ˛ Ì‡ ÒÓ-
ı‡ÌÂÌËÂ ‚ ÔÓÔÛÎflˆËflı ÊÂÎ‡ÚÂÎ¸Ì˚ı ‡ÎÎÂÎÂÈ.  

ÇÍÎ˛˜ÂÌËÂ ‚ ‡Ì‡ÎËÁ Ó·‡ÁˆÓ‚ ‡ÁÌ˚ı ‚ÂÏÂÌ-
Ì˚ı ÔÂËÓ‰Ó‚ ÔÓÁ‚ÓÎflÂÚ ‡ÒÒÏ‡ÚË‚‡Ú¸ „ÂÌÓÙÓÌ‰ 
ÎÓÍ‡Î¸Ì˚ı ÔÓÓ‰ ‰Ó Ì‡˜‡Î‡ Ï‡ÒÒÓ‚Ó„Ó ÛÎÛ˜¯Â-
ÌËfl ÍÓÏÏÂ˜ÂÒÍËÏË ÔÓÓ‰‡ÏË. é‰Ì‡ÍÓ ÒÛ˘Â-
ÒÚ‚Û˛˘ËÂ Ì‡ ÒÂ„Ó‰Ìfl¯ÌËÈ ‰ÂÌ¸ Ë ‡ÍÚË‚ÌÓ ËÒ-
ÔÓÎ¸ÁÛÂÏ˚Â ÏÂÚÓ‰˚ „ÂÌÓÚËÔËÓ‚‡ÌËfl ‡ÎÎÂÎÂÈ 
ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3 – ‡ÎÎÂÎ¸-ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍ‡fl 
èñê, èñê-èÑêî – ÌÂ ÏÓ„ÛÚ ·˚Ú¸ ÔËÏÂÌÂÌ˚ 
‰Îfl ‡Ì‡ÎËÁ‡ ‰Â„‡‰ËÓ‚‡ÌÌÓÈ Ñçä, ÒÓ‰ÂÊ‡-
˘ÂÈÒfl ‚ ‰Â‚ÌËı Ó·‡Áˆ‡ı. èÓ‚Â‰ÂÌËÂ ÔÓÎÌÓ„Â-
ÌÓÏÌÓ„Ó ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËfl ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ÌÛÍ-
ÎÂÓÚË‰Ì˚ı ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ ‡ÁÌ˚ı ‡ÎÎÂÎÂÈ 
BoLA-DRB3.2 ˝ÍÓÌÓÏË˜ÂÒÍË ÌÂˆÂÎÂÒÓÓ·‡ÁÌÓ 
‚‚Ë‰Û ‚˚ÒÓÍÓÈ ÒÚÓËÏÓÒÚË ˝ÚÓ„Ó ‚Ë‰‡ ‡Ì‡ÎËÁ‡.  

ñÂÎ¸ Ì‡¯Ëı ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ ÒÓÒÚÓflÎ‡ ‚ ÚÓÏ, 
˜ÚÓ·˚ ‡Á‡·ÓÚ‡Ú¸ ÒËÒÚÂÏÛ Ë‰ÂÌÚËÙËÍ‡ˆËË ‡ÎÎÂ-
ÎÂÈ ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3.2, Ì‡Ô‡‚ÎÂÌÌ˚ı Ì‡ ‡Ï-
ÔÎËÙËÍ‡ˆË˛ ÍÓÓÚÍËı ˆÂÎÂ‚˚ı Ù‡„ÏÂÌÚÓ‚ Ò 
ÔÓÒÎÂ‰Û˛˘ËÏ ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËÂÏ ÔÓ ë˝Ì„ÂÛ, ÔË-
„Ó‰ÌÛ˛ ‰Îfl ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËfl Ó·‡ÁˆÓ‚, ÒÓ‰ÂÊ‡˘Ëı 
ÔÓ‚ÂÊ‰ÂÌÌÛ˛ Ñçä. 

å‡ÚÂË‡Î˚ Ë ÏÂÚÓ‰˚. Ç Í‡˜ÂÒÚ‚Â ·ËÓÎÓ„Ë˜Â-
ÒÍÓ„Ó Ï‡ÚÂË‡Î‡ ‰Îfl ‡Á‡·ÓÚÍË ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ˚ 
·˚ÎË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ì˚ Ó·‡Áˆ˚ ÒÓ‚ÂÏÂÌÌÓÈ ÔÓÓ-
‰˚ (MOD, n=13) Ë Ñçä ËÁ ‰Â‚ÌËı Ó·‡ÁˆÓ‚ 
ÍÛÔÌÓ„Ó Ó„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓÚ‡ (ANC, n=4).  

ÑÂ‚ÌËÂ Ó·‡Áˆ˚ ·˚ÎË ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ ËÁ ·ËÓÍÓÎ-
ÎÂÍˆËË àÌÒÚËÚÛÚ‡ ‡ıÂÓÎÓ„ËË êÄç. ÇÒÂ ‡·ÓÚ˚, 
Ò‚flÁ‡ÌÌ˚Â Ò ‚˚‰ÂÎÂÌËÂÏ Ñçä ËÁ ‰Â‚ÌËı Ó·‡Á-
ˆÓ‚, ÔÓ‚Ó‰ËÎËÒ¸ ‚ Î‡·Ó‡ÚÓËË, ÒÔÂˆË‡Î¸ÌÓ 
Ó·ÓÛ‰Ó‚‡ÌÌÓÈ ‰Îfl ̋ ÚËı ̂ ÂÎÂÈ. ëÓ‚ÂÏÂÌÌ˚Â Ó·-
‡Áˆ˚ ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ ËÁ ·‡ÌÍ‡ „ÂÌÂÚË˜ÂÒÍÓ„Ó Ï‡ÚÂË‡-
Î‡ îÉÅçì îàñ ÇàÜ ËÏ. ã. ä. ùÌÒÚ‡. àÒ-
ÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÂ ÔÓ‚Ó‰ËÎË Ì‡ ·‡ÁÂ Ó·ÓÛ‰Ó‚‡ÌËfl 
ñÂÌÚ‡ ÍÓÎÎÂÍÚË‚ÌÓ„Ó ÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËfl «ÅËÓÂÒÛÒ˚ 
Ë ·ËÓËÌÊÂÌÂËfl ÒÂÎ¸ÒÍÓıÓÁflÈÒÚ‚ÂÌÌ˚ı ÊË‚ÓÚ-
Ì˚ı» îÉÅçì îàñ ÇàÜ ËÏ. ã. ä. ùÌÒÚ‡.  

èÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚË, ÔÓÎÛ˜ÂÌÌ˚Â ‚ ÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÂ 
ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËfl ÔÓ ë˝Ì„ÂÛ, ·˚ÎË ‚˚‡‚ÌÂÌ˚ Ë 
ÔÓ‡Ì‡ÎËÁËÓ‚‡Ì˚ Ò ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂÏ ÔÓ„‡ÏÏ 
MEGA v11.0.11 [12] Ë UGENE v1.32.0 [13]. íË-
ÔËÓ‚‡ÌËÂ ‡ÎÎÂÎÂÈ ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3.2 ‰Îfl ÔÓ-
ÎÛ˜ÂÌÌ˚ı ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ ÔÓ‚Ó‰ËÎÓÒ¸ Ò 
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Рис. 1. Схема подбора праймеров к участку референсной последовательности. Праймер BOLA-R дан в форме ком-
плиментарной последовательности.

Рис. 2. Электрофореграмма результатов амплификации 
фрагмента локуса BoLA-DRB3.2 современных и древних 
образцов крупного рогатого скота. MOD – современные 
образцы, ANC – древние образцы, M-100+bp – маркер мо-
лекулярного веса.



ÔÓÏÓ˘¸˛ ÂÒÛÒ‡ BLAST [14]. 
íÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ‡ ‰Îfl ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËfl ÔÓÎËÏÓÙ-

ÌÓ„Ó Û˜‡ÒÚÍ‡ „ÂÌ‡ BoLA-DRB3 ‚ÍÎ˛˜‡Î‡ Ì‡·Ó 
ËÁ Úfiı Ô‡ÈÏÂÓ‚: ÔflÏÓ„Ó (BOLA-F, 5’- 
C G T T T T C G C A G T C A C G A C -
GAAAAAACGGGCGGTGACCGAGCT -3’), Ó·-
‡ÚÌÓ„Ó (BOLA-R, 5’-CCCCGTAGTTGTGTCTG-
CA-3’) Ë ÒÂÍ‚ÂÌËÛ˛˘Â„Ó (BOLA-seq, 5’- 
CGTTTTCGCAGTCACGACG -3’). èflÏÓÈ Ë Ó·-
‡ÚÌ˚È Ô‡ÈÏÂ˚ ·˚ÎË ÔÓ‰Ó·‡Ì˚ Í ÍÓÌÒÂ‚‡-
ÚË‚Ì˚Ï Û˜‡ÒÚÍ‡Ï Ñçä, ÏÂÊ‰Û ÍÓÚÓ˚ÏË ·˚Î 
‡ÒÔÓÎÓÊÂÌ ËÒÒÎÂ‰ÛÂÏ˚È ÔÓÎËÏÓÙÌ˚È ÎÓÍÛÒ. 
èÓÒÍÓÎ¸ÍÛ Ó‰ÌËÏ ËÁ ÓÒÌÓ‚Ì˚ı ÚÂ·Ó‚‡ÌËÈ ÔË 
ÒÓÁ‰‡ÌËË ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ˚ ·˚ÎÓ Ó·ÂÒÔÂ˜ÂÌËÂ ‚ÓÁÏÓÊ-
ÌÓÒÚË ‡·ÓÚ˚ Ò ‰Â„‡‰ËÓ‚‡ÌÌÓÈ Ñçä-Ï‡ÚËˆÂÈ, 
Ò‡ÈÚ˚ ÔÓÒ‡‰ÍË ÔflÏÓ„Ó Ë Ó·‡ÚÌÓ„Ó Ô‡ÈÏÂ‡ 
‡ÒÔÓÎÓÊËÎË Ï‡ÍÒËÏ‡Î¸ÌÓ ·ÎËÁÍÓ ‰Û„ Í ‰Û„Û. 
ì˜ËÚ˚‚‡fl, ˜ÚÓ ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËÂ ÏÂÚÓ‰ÓÏ ë˝Ì„Â‡ 
ÍÓÓÚÍËı èñê-Ù‡„ÏÂÌÚÓ‚ Á‡ÚÛ‰ÌÂÌÓ ‚‚Ë‰Û Ì‡-
ÎË˜Ëfl ËÁ·˚ÚÓ˜ÌÓ„Ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡ ‡ÚÂÙ‡ÍÚÌ˚ı ÒË„-
Ì‡ÎÓ‚, ÔflÏÓÈ Ô‡ÈÏÂ ·˚Î ËÒÍÛÒÒÚ‚ÂÌÌÓ Û‰ÎË-
ÌÂÌ Ë ÒÓÒÚÓflÎ ËÁ ÚÂı ÛÒÎÓ‚Ì˚ı ˜‡ÒÚÂÈ: 
3’-ÒÔÂˆËÙË˜ÌÓ„Ó Û˜‡ÒÚÍ‡, ÍÓÏÔÎÂÏÂÌÚ‡ÌÓ„Ó 
Ñçä-Ï‡ÚËˆÂ, ÌÂ·ÓÎ¸¯ÓÈ ÔÓÎË-A ‚ÒÚ‡‚ÍË, Ì‡ıÓ-
‰fl˘ÂÈÒfl ‚ ˆÂÌÚ‡Î¸ÌÓÈ ˜‡ÒÚË, Ë Ò‡ÈÚ‡ ÔÓÒ‡‰ÍË 
ÒÂÍ‚ÂÌËÛ˛˘Â„Ó Ô‡ÈÏÂ‡, ÎÓÍ‡ÎËÁÓ‚‡ÌÌÓ„Ó Ì‡ 
5’-ÍÓÌˆÂ ÓÎË„ÓÌÛÍÎÂÓÚË‰‡. èÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸ 
ÒÂÍ‚ÂÌËÛ˛˘Â„Ó Ô‡ÈÏÂ‡ ÌÂ ËÏÂÂÚ Ò‡ÈÚÓ‚ ÔÓÒ‡‰-
ÍË ‚ „ÂÌÓÏÂ Bos taurus (ËÒ. 1).  

é·˘‡fl ‰ÎËÌ‡ ‡ÏÔÎËÙËˆËÛÂÏÓ„Ó Ù‡„ÏÂÌÚ‡ 
ÒÓÒÚ‡‚ÎflÎ‡ 137 Ô‡ ÌÛÍÎÂÓÚË‰Ó‚, ˆÂÎÂ‚Ó„Ó Û˜‡ÒÚ-
Í‡, ‡ÒÔÓÎÓÊÂÌÌÓ„Ó ÏÂÊ‰Û Ò‡ÈÚ‡ÏË ÔÓÒ‡‰ÍË Ôfl-
ÏÓ„Ó Ë Ó·‡ÚÌÓ„Ó Ô‡ÈÏÂÓ‚ – 75. ÑÎfl ̋ Ú‡Ô‡ èñê 
ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÎË Ô‡Û Ô‡ÈÏÂÓ‚ BOLA-F Ë BOLA-
R, ‰Îfl ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËfl – ÚÓÎ¸ÍÓ BOLA-seq. 

êÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ Ë Ó·ÒÛÊ‰ÂÌËÂ. ÄÏÔÎËÙËÍ‡ˆË˛ 
ÔÓ‚Ó‰ËÎË Ì‡ ÚÂÏÓˆËÍÎÂÂ Applied Biosystems 
SimpliAmp («Thermo-Fisher Scientific, Inc.», 
ëòÄ) ‚ ÍÓÌÂ˜ÌÓÏ Ó·˙ÂÏÂ 25 ÏÍÎ, ‚ ÚÓÏ ˜ËÒÎÂ 
2,5 ÏÍÎ Â‡ÍˆËÓÌÌÓ„Ó ·ÛÙÂ‡ (10X Taq Turbo 
·ÛÙÂ) («Ö‚Ó„ÂÌ» êÓÒÒËfl), 16,8 ÏÍÎ H2O, 2,5 
ÏÍÎ dNTPs, 1 ÏÍÎ ÒÏÂÒË Ô‡ÈÏÂÓ‚ 10ÔÏÓÎ¸, 0,2 
ÏÍÎ SmartTaq Ñçä ÔÓÎËÏÂ‡Á˚ («ÑË‡Î‡Ú ãÚ‰.», 
êÓÒÒËfl), 1 ÏÍÎ Ñçä. ìÒÎÓ‚Ëfl ÚÂÏÔÂ‡ÚÛÌÓ-‚Â-
ÏÂÌÌÓ„Ó ÂÊËÏ‡ èñê ·˚ÎË ÒÎÂ‰Û˛˘ËÏË: Ì‡-
˜‡Î¸Ì‡fl ‰ÂÌ‡ÚÛ‡ˆËfl (94 °ë ‚ ÚÂ˜ÂÌËÂ 3 ÏËÌ); 94 
°ë ‚ ÚÂ˜ÂÌËÂ 10 ÒÂÍ, 62 °ë ‚ ÚÂ˜ÂÌËÂ 15 ÒÂÍ, 72 
°ë ‚ ÚÂ˜ÂÌËÂ 45 ÒÂÍ (40 ̂ ËÍÎÓ‚); Á‡ÍÎ˛˜ËÚÂÎ¸Ì‡fl 
˝ÎÓÌ„‡ˆËfl (72 °ë ‚ ÚÂ˜ÂÌËÂ 7 ÏËÌ). ÑÂÚÂÍˆË˛ Â-
ÁÛÎ¸Ú‡ÚÓ‚ èñê ‚˚ÔÓÎÌflÎË ‚ 2 %-ÌÓÏ ‡„‡ÓÁÌÓÏ 
„ÂÎÂ Ò ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂÏ ÍÓÎÓËÏÂÚË˜ÂÒÍÓÈ ÒËÒÚÂ-
Ï˚ ‰ÓÍÛÏÂÌÚ‡ˆËË Ì‡ „ÂÎÂ Uvitec FireReader V10 
imaging System (Cleaver scientific, ÇÂÎËÍÓ·ËÚ‡-
ÌËfl) (ËÒ. 2). 

é˜ËÒÚÍÛ ‡ÏÔÎËÍÓÌÓ‚ ÔÓ‚Ó‰ËÎË Ò ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡-
ÌËÂÏ Ì‡·Ó‡ ‰Îfl Ó˜ËÒÚÍË Ñçä ËÁ Â‡ÍˆËÓÌÌÓÈ 

Рубрика: Молекулярная генетика

49Разработка системы идентификации аллелей локуса BoLA-BRD3.2 в образцах крупного рогатого 
скота, содержащих деградированную ДНК
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ÒÏÂÒË Ë ‡„‡ÓÁÌÓ„Ó „ÂÎfl Cleanup-Mini («Ö‚Ó„ÂÌ» 
êÓÒÒËfl). ìÒÎÛ„Ë ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËfl ÏÂÚÓ‰ÓÏ ë˝Ì„Â-
‡ ÔÂ‰ÓÒÚ‡‚ÎflÎ‡ ÍÓÏÔ‡ÌËfl «Ö‚Ó„ÂÌ» (êÓÒÒËfl). 
Ç Í‡˜ÂÒÚ‚Â ÂÙÂÂÌÒ‡ ‰Îfl ‚˚‡‚ÌË‚‡ÌËfl ÔÓÒÎÂ-
‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ, ÔÓÎÛ˜ÂÌÌ˚ı ‚ ÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÂ ÒÂÍ‚Â-
ÌËÓ‚‡ÌËfl, ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÎË ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸ ‡Î-
ÎÂÎfl BoLA-DRB3*010:02 (GenBank: AB610121.1) 
„Î‡‚ÌÓ„Ó ÍÓÏÔÎÂÍÒ‡ „ËÒÚÓÒÓ‚ÏÂÒÚËÏÓÒÚË. 

Ç ÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÂ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ ·˚Î‡ ‡Á‡·ÓÚ‡Ì‡ 
ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ‡, ÔÓÁ‚ÓÎfl˛˘‡fl ‡ÏÔÎËÙËˆËÓ‚‡Ú¸ 
Ù‡„ÏÂÌÚ ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3.2, ÔË„Ó‰Ì˚È ‰Îfl 
‰‡Î¸ÌÂÈ¯Â„Ó ‡Ì‡ÎËÁ‡ ÔÓÒÂ‰ÒÚ‚ÓÏ ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡-
ÌËfl ÔÓ ë˝Ì„ÂÛ Ë ÚËÔËÓ‚‡ÌËfl ‡ÎÎÂÎÂÈ.  

ë ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂÏ ‡Á‡·ÓÚ‡ÌÌÓÈ ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂ-
Ï˚ ·˚ÎÓ ÔÓ‡Ì‡ÎËÁËÓ‚‡ÌÓ 4 Ó·‡Áˆ‡ Ñçä, ÔÓ-
ÎÛ˜ÂÌÌÓÈ ËÁ ‰Â‚ÌËı Ó·‡ÁˆÓ‚, ÔÂ‰ÓÒÚ‡‚ÎÂÌÌ˚ı 
ËÌÒÚËÚÛÚÓÏ ‡ıÂÓÎÓ„ËË êÄç. Ç Í‡˜ÂÒÚ‚Â „ÛÔÔ˚ 
Ò‡‚ÌÂÌËfl ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÎËÒ¸ 13 Ó·‡ÁˆÓ‚ ‡ÁÌ˚ı 
ÔÓÓ‰ ÒÓ‚ÂÏÂÌÌ˚ı ÔÂ‰ÒÚ‡‚ËÚÂÎÂÈ ÍÛÔÌÓ„Ó Ó-
„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓÚ‡ (ËÒ. 3).  

ä‡Í ‚Ë‰ÌÓ Ì‡ ËÒÛÌÍÂ 3, ‰Îfl ‚ÒÂı ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡Ì-
Ì˚ı Ó·‡ÁˆÓ‚ Û‰‡ÎÓÒ¸ ÔÓÎÛ˜ËÚ¸ ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓ-

ÒÚË ‚˚ÒÓÍÓÔÓÎËÏÓÙÌÓ„Ó Ù‡„ÏÂÌÚ‡ ‚ÚÓÓ„Ó ˝Í-
ÁÓÌ‡ ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3.2 ‰ÎËÌÓÈ 114 Ô.Ó., ‡Ò-
ÔÓÎÓÊÂÌÌÓ„Ó Ì‡ BTA23:25 730 221-25 730 334 
(Ò·ÓÍ‡ ARS-UCD2.0, GenBank: 
GCF_002263795.3). é‰Ì‡ÍÓ ÔË ÔÓ˜ÚÂÌËË ÔÓÒÎÂ-
‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ Ó·‡ÁˆÓ‚ MOD1, MOD8 Ë MOD9 
ÌÂÍÓÚÓ˚Â ÌÛÍÎÂÓÚË‰˚ ·˚ÎË ÓÔÂ‰ÂÎÂÌ˚ ÌÂÓ‰ÌÓ-
ÁÌ‡˜ÌÓ (R – „Û‡ÌËÌ/‡‰ÂÌËÌ, S – „Û‡ÌËÌ/ˆËÚÓ-
ÁËÌ, K – „Û‡ÌËÌ/ÚËÏËÌ, M – ‡‰ÂÌËÌ/ˆËÚÓÁËÌ).  

íÂÏ ÌÂ ÏÂÌÂÂ ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌÌ˚Â ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸-
ÌÓÒÚË Ù‡„ÏÂÌÚ‡ ‚ÚÓÓ„Ó ˝ÍÁÓÌ‡ ÔÓÁ‚ÓÎËÎË ÓÔÂ-
‰ÂÎËÚ¸ ‡ÎÎÂÎË ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3.2 ‚ ËÒÒÎÂ‰Ó-
‚‡ÌÌ˚ı Ó·‡Áˆ‡ı Ë Ë‰ÂÌÚËÙËˆËÓ‚‡Ú¸ Ëı ÒÚ‡ÚÛÒ 
ÔÓ ÓÚÌÓ¯ÂÌË˛ Í ÎÂÈÍÓÁÛ ÍÛÔÌÓ„Ó Ó„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓÚ‡ 
(Ú‡·Î. 1).  

ä‡Í ‚Ë‰ÌÓ ËÁ Ú‡·ÎËˆ˚ 1, ‰Îfl ·ÓÎ¸¯ËÌÒÚ‚‡ Ó·-
‡ÁˆÓ‚ Û‰‡ÎÓÒ¸ ‰ÓÒÚ‡ÚÓ˜ÌÓ Û‚ÂÂÌÌÓ ÚËÔËÓ‚‡Ú¸ 
‡ÎÎÂÎË: Ë‰ÂÌÚË˜ÌÓÒÚ¸ ‡Ì‡ÎËÁËÛÂÏ˚ı ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡-
ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ Ò ÂÙÂÂÌÒÌ˚ÏË ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚfl-
ÏË ‡ÎÎÂÎÂÈ, ÔÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌÌ˚ÏË ‚ ·‡ÁÂ ‰‡ÌÌ˚ı ËÏ-
ÏÛÌÓÔÓÎËÏÓÙËÁÏ‡ (IPD)-MHC, ÒÓÒÚ‡‚ÎflÎ‡ 
·ÓÎÂÂ 99 %. íË ÒÓ‚ÂÏÂÌÌ˚ı Ó·‡Áˆ‡ ·˚ÎË 
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çÓÏÂ Ó·‡Áˆ‡ ç‡Á‚‡ÌËÂ ‡ÎÎÂÎfl à‰ÂÌÚË˜ÌÓÒÚ¸, % ëÚ‡ÚÛÒ ÔÓ ÓÚÌÓ¯ÂÌË˛ 
Í ÎÂÈÍÓÁÛ

ref BOLA03115|BoLA-DRB3*010:02 100 ç

MOD1
BOLA03100|BoLA-DRB3*001:01

95,536
ó

BOLA03246|BoLA-DRB3*064:02 ç

MOD2 BOLA03100|BoLA-DRB3*001:01 99,107 ó

MOD3 BOLA03100|BoLA-DRB3*001:01 99,107 ó

MOD4 BOLA03100|BoLA-DRB3*001:01 99,107 ó

MOD5 BOLA03289|BoLA-DRB3*027:10 100 ç

MOD6 BOLA03116|BoLA-DRB3*011:01 100 ó

MOD7 BOLA03100|BoLA-DRB3*001:01 100 ó

MOD8 BOLA03100|BoLA-DRB3*001:01 98,214 ó

MOD9 BOLA03100|BoLA-DRB3*001:01 96,429 ó

MOD10 BOLA03116|BoLA-DRB3*011:01 100 ó

MOD11 BOLA03116|BoLA-DRB3*011:01 100 ó

MOD12 BOLA03289|BoLA-DRB3*027:10 100 ç

MOD13 BOLA03289|BoLA-DRB3*027:10 100 ç

ANC1 BOLA09800|BoLA-DRB3*007:05 99,107 ç

ANC2 BOLA03289|BoLA-DRB3*027:10 100 ç

ANC3 BOLA03116|BoLA-DRB3*011:01 100 ó

ANC4 BOLA03116|BoLA-DRB3*011:01 100 ó

Примечание: ref – референсная последовательность, MOD – современные образцы, ANC – древние образцы; Ч – ал-
лели, способствующие чувствительности к лейкозу, У – аллели, способствующие устойчивости к лейкозу, Н – ней-
тральные аллели или аллели с неизвестным пока статусом. Значения идентичности рассчитаны с использованием 
ресурса BLAST.

í‡·ÎËˆ‡ 1. à‰ÂÌÚËÙËÍ‡ˆËfl ‡ÎÎÂÎÂÈ ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3.2 ‚ ÒÓ‚ÂÏÂÌÌ˚ı Ë ‰Â‚ÌËı Ó·‡Áˆ‡ı 
Ì‡ ÓÒÌÓ‚‡ÌËË ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ Ù‡„ÏÂÌÚ‡ 2 ˝ÍÁÓÌ‡



Ë‰ÂÌÚËÙËˆËÓ‚‡Ì˚ Ò ÏÂÌ¸¯ËÏ ÛÓ‚ÌÂÏ Ë‰ÂÌÚË˜-
ÌÓÒÚË (95,536, 96,429 Ë 98,214 %, ÒÓÓÚ‚ÂÚÒÚ‚ÂÌÌÓ 
‰Îfl MOD1, MOD9 Ë MOD8). ùÚÓ ÏÓÊÂÚ ·˚Ú¸ 
Ò‚flÁ‡ÌÓ Ò ÌÂÚÓ˜Ì˚Ï ÔÓ˜ÚÂÌËÂÏ ÌÛÍÎÂÓÚË‰‡ ‚ 
ÔÓˆÂÒÒÂ ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËfl. 

Ç ‚˚·ÓÍÂ ÒÓ‚ÂÏÂÌÌ˚ı Ó·‡ÁˆÓ‚ ·˚ÎÓ ‚˚-
fl‚ÎÂÌÓ 9 ÊË‚ÓÚÌ˚ı, ÌÂÒÛ˘Ëı ̃ Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸Ì˚È ‡Î-
ÎÂÎ¸, 3 ÊË‚ÓÚÌ˚ı Ò ÌÂÈÚ‡Î¸Ì˚ÏË ‡ÎÎÂÎflÏË. ì 
Ó‰ÌÓÈ ÓÒÓ·Ë ÌÂ Û‰‡ÎÓÒ¸ ̃ ÂÚÍÓ ‰ËÙÙÂÂÌˆËÓ‚‡Ú¸ 
˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸Ì˚È ËÎË ÌÂÈÚ‡Î¸Ì˚È ‡ÎÎÂÎ¸. ÜË-
‚ÓÚÌ˚ı-ÌÓÒËÚÂÎÂÈ ‡ÎÎÂÎÂÈ ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚË Í ÎÂÈÍÓ-
ÁÛ ‚˚fl‚ÎÂÌÓ ÌÂ ·˚ÎÓ. Ç ‚˚·ÓÍÂ ‰Â‚ÌËı Ó·‡Á-
ˆÓ‚ 2 ÊË‚ÓÚÌ˚ı ÌÂÒÎË ˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸Ì˚Â ‡ÎÎÂÎË Ë 
2 – ÌÂÈÚ‡Î¸Ì˚Â. éÚÒÛÚÒÚ‚ËÂ ‡ÎÎÂÎÂÈ, Ò‚flÁ‡ÌÌ˚ı 
Ò ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚ¸˛ Í ÎÂÈÍÓÁÛ, ÔÓ ‚ÒÂÈ ‚Ë‰ËÏÓÒÚË 
Ò‚flÁ‡ÌÓ Ò Ï‡Î˚Ï ‡ÁÏÂÓÏ ‚˚·ÓÓÍ. 

á‡ÍÎ˛˜ÂÌËÂ. ê‡Á‡·ÓÚ‡ÌÌ˚È Ì‡ÏË ÏÂÚÓ‰ ‡Ì‡-
ÎËÁ‡ ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚÂÈ Ù‡„ÏÂÌÚ‡ ‚ÚÓÓ„Ó ˝Í-
ÁÓÌ‡ ÎÓÍÛÒ‡ BoLA-DRB3.2 ÔÓÁ‚ÓÎËÎ ÔÓ‚ÂÒÚË 
ÚËÔËÓ‚‡ÌËÂ ‡ÎÎÂÎÂÈ, Ò‚flÁ‡ÌÌ˚ı Ò ÛÒÚÓÈ˜Ë-
‚ÓÒÚ¸˛ ËÎË ˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸˛ Í ÎÂÈÍÓÁÛ ÍÛÔ-
ÌÓ„Ó Ó„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓÚ‡. Å‡Î‡ÌÒ ÏÂÊ‰Û ÒÚÓËÏÓÒÚ¸˛, 

ÚÛ‰ÓÂÏÍÓÒÚ¸˛ Ë ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚ÓÏ ÔÓÎÛ˜‡ÂÏÓÈ „ÂÌÂ-
ÚË˜ÂÒÍÓÈ ËÌÙÓÏ‡ˆËË ‚˚„Ó‰ÌÓ ÓÚÎË˜‡ÂÚ ÔÂ‰-
ÒÚ‡‚ÎÂÌÌÛ˛ ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏÛ ÓÚ ‰Û„Ëı ÏÂÚÓ‰Ó‚ ‡Ì‡-
ÎËÁ‡, Ú‡ÍËı Í‡Í ÔÓÎÌÓ„ÂÌÓÏÌÓÂ ÒÂÍ‚ÂÌËÓ‚‡ÌËÂ, 
èñê-èÑêî ËÎË ‡ÎÎÂÎ¸-ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍ‡fl èñê. 
ê‡Á‡·ÓÚ‡ÌÌ‡fl ÚÂÒÚ-ÒËÒÚÂÏ‡ ÔË„Ó‰Ì‡ ‰Îfl ‡Ì‡ÎË-
Á‡ Í‡Í ÒÓ‚ÂÏÂÌÌ˚ı, Ú‡Í Ë ‰Â‚ÌËı Ó·‡ÁˆÓ‚. 
ùÚÓ ÔÓÁ‚ÓÎflÂÚ ÔÓ‚Ó‰ËÚ¸ Ï‡ÒÒÓ‚˚È ÒÍËÌËÌ„ Ì˚-
ÌÂ ÒÛ˘ÂÒÚ‚Û˛˘Ëı ÔÓÔÛÎflˆËÈ, ÔÓÎÛ˜‡fl ‡Ò¯Ë-
ÂÌÌÛ˛ (ÔÓ Ò‡‚ÌÂÌË˛ Ò èñê-èÑêî ËÎË ‡Î-
ÎÂÎ¸-ÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍÓÈ èñê) ËÌÙÓÏ‡ˆË˛ Ó 
ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚflı ‡ÎÎÂÎÂÈ, ÔÓÚÂÌˆË‡Î¸ÌÓ Ò‚fl-
Á‡ÌÌ˚ı Ò ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚ¸˛ ËÎË ˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸˛ 
ÌÂ ÚÓÎ¸ÍÓ Í ÎÂÈÍÓÁÛ, ÌÓ Ë Í ‰Û„ËÏ ËÌÙÂÍˆËÓÌ-
Ì˚Ï Á‡·ÓÎÂ‚‡ÌËflÏ.  

èË‚ÎÂ˜ÂÌËÂ ‚ ‡Ì‡ÎËÁ ‰Â‚ÌËı Ó·‡ÁˆÓ‚ ÏÓ-
ÊÂÚ ·˚Ú¸ ÔÓÎÂÁÌÓ ‰Îfl ÏÓÌËÚÓËÌ„‡ ËÁÏÂÌÂÌËfl 
‡ÁÌÓÓ·‡ÁËfl ‡ÎÎÂÎÂÈ, Ò‚flÁ‡ÌÌ˚ı Ò ËÏÏÛÌÌ˚Ï 
ÓÚ‚ÂÚÓÏ Ì‡ Á‡·ÓÎÂ‚‡ÌËfl, Ë ÛÚÓ˜ÌÂÌËfl Ì‡Ô‡‚ÎÂ-
ÌËfl ÒÂÎÂÍˆËÓÌÌÓÈ ‡·ÓÚ˚ Ò ÔÓÓ‰‡ÏË Ò Û˜ÂÚÓÏ 
ÒÓı‡ÌÂÌËfl Ì‡Ë·ÓÎÂÂ ÊÂÎ‡ÚÂÎ¸Ì˚ı ‡ÎÎÂÎ¸Ì˚ı 
‚‡Ë‡ÌÚÓ‚.
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ÅÎ‡„Ó‰‡ÌÓÒÚË.  

äÓÒÚÌ˚Â ÓÒÚ‡ÚÍË ÍÛÔÌÓ„Ó Ó„‡ÚÓ„Ó ÒÍÓÚ‡ ËÁ ‡ıÂÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËı ‡ÒÍÓÔÓÍ ÔÂ‰ÓÒÚ‡‚ÎÂÌ˚ ÒÓ-
ÚÛ‰ÌËÍ‡ÏË ã‡·Ó‡ÚÓËË ÂÒÚÂÒÚ‚ÂÌÌÓÌ‡Û˜Ì˚ı ÏÂÚÓ‰Ó‚ àÄ êÄç Í.·.Ì. Ò.Ì.Ò. Ö. Ö. ÄÌÚËÔËÌÓÈ 
Ë Í.Ë.Ì. Ò.Ì.Ò. ã. Ç. ü‚ÓÒÍÓÈ ‚ ‡ÏÍ‡ı ÑÓ„Ó‚Ó‡ Ó ÒÓÚÛ‰ÌË˜ÂÒÚ‚Â ÏÂÊ‰Û îÉÅìç àÄ êÄç Ë 
îÉÅçì îàñ ÇàÜ ËÏ. ã. ä. ùÌÒÚ‡.  

Литература 
1. Mandefro A. Genetic assessment of BoLA-DRB3 polymorphisms by comparing Bangladesh, Ethiopian, 

and Korean cattle / A. Mandefro, T. Sisay, Z. Edea, M. R. Uzzaman, K. S. Kim, H. Dadi // J. Anim 
Sci Technol. – 2021. – Vol.2. – P. 248—261. doi: 10.5187/jast.2021.e37.  

2. Ilie D. E. Kompetitive Allele Specific PCR Genotyping of 89 SNPs in Romanian Spotted and Romanian 
Brown Cattle Breeds and Their Association with Clinical Mastitis / D. E. Ilie, D. Gavojdian et al. // 
Animals. – 2023. – Vol. 9. – P. 1484. doi:10.3390/ani13091484. 

3. Welderufael B. G. Genome-Wide Association Study for Susceptibility to and Recoverability From Mas-
titis in Danish Holstein Cows / B. G. Welderufael, P. Lovendahl, D. J. de Koning, L. L. G. Janss, W. 
F. Fikse // Front Genet. – 2018. – P. 141. doi: 10.3389/fgene.2018.00141. 

4. Longeri M. Association Between BoLA-DRB3.2 Polymorphism and Bovine Papillomavirus Infection for 
Bladder Tumor Risk in Podolica Cattle / M. Longeri, Russo V., M. G. Strillacci et al. // Front Vet 
Sci. – 2021. – Vol. 8. – P. 630089. doi: 10.3389/fvets.2021.630089. 

5. Morales J. P. A. Association of BoLA DRB3 gene polymorphisms with BoHV-1 infection and zootech-
nical traits / J. P. A. Morales, A. Lopez-Herrera, J. E. Zuluaga // Open Vet. J. – 2020. – Vol. 10. – 
P.331–339. doi: 10.4314/ovj.v10i3.12. 

6. Othman O. E. Five BoLA-DRB3 genotypes detected in Egyptian buffalo infected with Foot and Mouth 
disease virus serotype O / O. E. Othman, M. G. Khodary, A. H. El-Deeb, H. A. Hussein // J. Genet. 
Eng. Biotechnol. – 2018. — Vol. 2. – P. 513–518. doi:10.1016/j.jgeb.2018.02.009. 

7. LaHuis C. H. Identification of BoLA Alleles Associated with BLV Proviral Load in US Beef Cows / C. 
H. LaHuis, O. J. Benitez et al. // Pathogens. – 2022. – Vol. 10. – P. 1093. doi: 
10.3390/pathogens11101093. 

8. Lo C. Bovine major histocompatibility complex (BoLA) heterozygote advantage against the outcome of 
bovine leukemia virus infection / C. Lo, S. Takeshima, S.Wada, Y. Matsumoto, Y. Aida // HLA. – 
2021. – Vol. 2. – P. 132–139. doi: 10.1111/tan.14285. 



ГЕНЕТИКА И РАЗВЕДЕНИЕ ЖИВОТНЫХ 3/2024 

52 Абдельманова А. С. и др. ©

9. Lo C.-W. BoLA-DRB3 Polymorphism is Associated with Differential Susceptibility to Bovine Leukemia 
Virus-Induced Lymphoma and Proviral Load / C.-W. Lo, L. Borjigin et al. // Viruses. – 2020. – Vol. 
3. – P. 352. doi: 10.3390/v12030352. 

10. Xu A. Polymorphism in BoLA-DRB3 exon 2 correlates with resistance to persistent lymphocytosis caused 
by bovine leukemia virus / A. Xu, M. J. van Eijk, C. Park, H. A. Lewin // J. Immunol. – 1993. – 
Vol.12. – P. 6977—6985. 

11. Carignano H. A. BOLA-DRB3 gene polymorphisms influence bovine leukaemia virus infection levels in 
Holstein and Holstein ó Jersey crossbreed dairy cattle  / H. A. Carignano, M. J. Beribe et al. // Anim 
Genet. – 2017. – Vol. 4. – P. 420—430. doi: 10.1111/age.12566. 

12. Tamura K. MEGA11: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 11 / K. Tamura, G. Stecher, S. 
Kumar // Molecular Biology and Evolution. – 2021. – Vol. 38. – P. 3022—3027. 

13. Rose R. Flexible design of multiple metagenomics classification pipelines with UGENE / R. Rose, O. 
Golosova, D. Sukhomlinov, A. Tiunov, M. Prosperi // Bioinformatics. – 2019. – Vol. 11. – P. 1963—
1965. doi:10.1093/bioinformatics/bty901. 

14. Camacho C. ElasticBLAST: accelerating sequence search via cloud computing / C. Camacho, G. M. Bo-
ratyn, V. Joukov, R. Vera Alvarez, T. L. Madden // BMC Bioinformatics. – 2023. – Vol. 1. – P. 117. 
doi: 10.1186/s12859-023-05245-9. 

Abdelmanova A., Fornara M., Churbakova N. 

Development of a system for identifying alleles of the  
BoLA-BRD3.2 locus in cattle samples containing degraded DNA 

Abstract.  

Purpose: Development a system for identifying alleles of the BoLA-DRB3.2 locus aimed at amplifying short 
target fragments with subsequent Sanger sequencing, suitable for studying samples containing damaged DNA. 

Materials and methods. For the first time, a test system for sequencing the polymorphic region of the Bo-
LA-DRB3 gene according to Sanger was developed, suitable for analyzing degraded DNA. The system was 
tested on 10 modern and 4 ancient cattle samples. Sequence alignment and allele typing were performed using 
the UGENE v1.32.0 program and the BLAST online resource. 

Results. A test system was developed that allows amplifying a fragment of the BoLA-DRB3.2 locus suitable 
for further analysis using Sanger sequencing and allele typing. Four DNA samples obtained from ancient sam-
ples provided by the Institute of Archaeology of the Russian Academy of Sciences were analyzed. A total of 13 
samples of modern cattle of different breeds were used as a comparison group. For all studied samples, it was 
possible to obtain sequences of a highly polymorphic fragment of the second exon of the BoLA-DRB3.2 locus, 
114 bp long, located at BTA23:25730221-25730334 (ARS-UCD2.0 assembly, GenBank: GCF_002263795.3). How-
ever, some nucleotides were identified ambiguously during sequencing for some samples. It was possible to 
confidently type alleles for 10 out of 13 samples: the identity of the analyzed sequences with the reference allele 
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sequences was more than 99 %. Three modern samples were identified with a lower identity level (95,536, 
96,429 and 98,214 %, respectively, for MOD1, MOD9 and MOD8), which may be due to inaccurate reading of the 
nucleotide during sequencing. 

Key words: cattle; ancient samples; degraded DNA; resistance to leukemia; BoLA-DRB3 alleles; Sanger se-
quencing 
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