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Разработка системы анализа участка 
митохондриального генома (Cyt B) из 
образцов крупного рогатого скота разных 
временных периодов
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Исследования популяционного генетического разнообразия проливают свет на 
генетический состав различных пород и могут дать ценную информацию об эволюции пород и 
видов. Среди многочисленных доступных молекулярных маркеров митохондриальная ДНК (мтДНК) 
широко используется для изучения генетического разнообразия и анализа филогенетических 
связей у различных пород и популяций сельскохозяйственных животных. Цитохром b (Cyt. B) 
представляет собой ген мтДНК, который широко используется для определения филогенетических 
связей у домашних животных из-за вариабельности его последовательностей.
Цель.работы — разработка тест-системы, позволяющая получить полную последовательность гена 
Cyt.B для дальнейшей оценки генетического разнообразия и филогенетических связей различных 
пород и популяций крупного рогатого скота.

Методы. Для разработки тест-системы были использованы экстракты ДНК, полученные из 
археологических образцов крупного рогатого скота, датированных XIII–XIV вв. (n = 10). Для 
амплификации гена. Cyt. B (Цитохром b) мтДНК КРС были подобраны четыре пары праймеров, 
перекрывающих друг друга, общей длины 1189 п. н. между позициями 14480–15669 мтДНК. 

Результаты. Анализ филогенетического дерева показал группировку археологических образцов 
с представителями гаплогрупп Т1, T2, T3 и T5. Медианная сеть позволила уверенно отнести 
археологические образцы к Bos.Taurus, а не к Bos.Indicus. В результате исследования выявлено, что 
мощности анализа по последовательности Cyt.B не хватает, чтобы разделить гаплогруппы внутри 
тауринного скота, так как последовательность цитохрома Б более консервативна по сравнению с 
другими участками митохондриального генома. Для уверенной идентификации гаплогрупповой 
принадлежности следует использовать более полиморфные области митохондриального генома, 
например последовательность D-петли.
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Development of a system to analyse  
the mitochondrial genome region (Cyt B)  
of cattle samples of different time periods
ABSTRACT
Relevance. Population genetic diversity studies shed light on the genetic composition of different breeds 
and can provide valuable information about the evolution of breeds and species. Among the numerous 
available molecular markers, mitochondrial DNA (mtDNA) is widely used to study genetic diversity and 
analyze phylogenetic relationships in various breeds and populations of livestock. Cytochrome b (Cyt.B) is 
an mtDNA gene that is widely used to determine phylogenetic relationships in domestic animals due to its 
sequence variability.

The.aim.of.the.work. is to develop a test system that makes it possible to obtain the complete sequence 
of the Cyt.В gene for further assessment of the genetic diversity and phylogenetic relationships of various 
breeds and populations of cattle.

Methods. To develop the test system, DNA extracts obtained from archaeological samples of cattle dated 
the 13th–14th centuries were used (n = 10).  To amplify the Cyt.B (Cytochrome.b) mtDNA gene of cattle, four 
pairs of primers were selected, overlapping each other, with a total length of 1189 bp. between positions 
14480–15669 mtDNA. 

Results. Analysis of the phylogenetic tree showed that archaeological samples grouped with haplogroups 
T1, T2, T3 and T5. The median network allowed the archaeological samples to be confidently classified as 
Bos.Taurus rather than Bos.Indicus. As a result of the study, it was revealed that the power of analysis using 
the.Cyt.B sequence is not enough to separate haplogroups within taurine cattle, because the Сytochrome 
b sequence is more conserved compared to other regions of the mitochondrial genome. More polymorphic 
regions of the mitochondrial genome, such as the sequence of the D-loop, should be used to confidently 
identify haplogroup membership.
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Введение/Introduction
Согласно отчету FAO, всего в мире зарегистрирова-

ны 8859 пород животных и птицы, в том числе 7739 — 
локальных (то есть зарегистрированных только в одной 
стране). В настоящее время около 600 пород классифи-
цируются как вымершие1.

Угроза биоразнообразию возрастает в связи с поте-
рей генетического разнообразия видов, используемых 
в сельском хозяйстве. В связи с тем что за последние 
десятилетия животноводство было нацелено на ис-
пользование ограниченного количества высокопродук-
тивных пород крупного рогатого скота, это привело к 
заметному уменьшению многообразия и численности 
местного скота не только в России [1], но и во всем мире 
[2, 3]. По большей части игнорируются генетические ре-
сурсы пород, адаптированных к местным условиям, с их 
уникальными характеристиками.

Отсутствие достаточной информации о ресурсах ло-
кальных пород, включая их нынешнее генетическое раз-
нообразие и уровень инбридинга, приводит к трудно-
стям в разработке эффективных стратегий сохранения.

Среди многочисленных доступных молекулярных 
маркеров митохондриальная ДНК (мтДНК) широко ис-
пользуется для изучения генетического разнообразия и 
анализа филогенетических связей у различных пород и 
популяций сельскохозяйственных животных [4–6].

Искусственное осеменение, получившее широкое 
распространение во второй половине ХХ века, а также 
массовое использование коммерческих пород для улуч-
шения локальных привели к резкому снижению генетиче-
ского разнообразия и значительным изменениям гено-
фонда пород [7]. Поэтому проведение филогенетических 
исследований подразумевает вовлечение в исследова-
ние исторических образцов ДНК, полученных из костного 
порошка черепов и других скелетных элементов (зубы, 
рога и т. д.), хранящихся в музейных коллекциях [8, 9] 
или полученных в ходе археологических исследова-
ний [10]. При этом работа с данными образцами сопря-
жена с рядом сложностей, одной из которых является 
подготовка к депонированию, включающая ряд агрес-
сивных химических воздействий, что приводит к суще-
ственной деградации нуклеиновых кислот, в связи с чем 
получение достаточного количества ядерной ДНК не 
всегда возможно, в отличие от митохондриальной, коли-
чество копий которой в одной клетке от 100 до 1000 [11].

Митохондриальный геном крупного рогатого скота 
представляет собой кольцевую молекулу, состоящую 
примерно из 16,4 тыс. п. о., и функционально делится 
на регуляторный, некодирующий и кодирующий регио-
ны. В состав мтДНК входят 37 генов (13 — для белков 
дыхательной цепи, 22 — для тРНК, 2 — для рРНК) и 
1 некодирующая область — D-петля [12].

МтДНК характеризуется такими замечательны-
ми свойствами, как материнское наследование, 
большое число копий и высокая скорость мутаций 
без рекомбинации [13–15]. Высокое количество 
копий мтДНК по сравнению с ядерной ДНК делает 
ее идеальным инструментом для анализа сильно 
деградированной ДНК.

Цитохром b (Cyt. B) представляет собой ген 
мтДНК, который широко используется для опре-
деления филогенетических связей у домашних 
животных из-за вариабельности его последова-
тельностей [16–22]. Полное секвенирование гена 

Cyt. B — это трудоемкий и кропотливый процесс из-за 
его размера (около 1140 п. о.). Более того, Cyt. B от-
носится к белок-кодирующим генам, который имеет 
обширную филогенетическую информацию внутри-
видового и межвидового характера и более высокий 
коэффициент вариаций по сравнению с другими функ-
циональными генами [23]. Следовательно, мтДНК Cyt.B 
играет огромную роль в определении генетического 
разнообразия и филогенетических взаимоотношений.

Цель.работы — разработка тест-системы, позволяю-
щая получить полную последовательность гена Cyt. B 
для дальнейшей оценки генетического разнообразия и 
филогенетических связей различных пород и популяций 
крупного рогатого скота.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
В качестве биологического материала для выделе-

ния ДНК был использован костный порошок, получен-
ный из фрагментов костей, предварительно очищенных 
от механических примесей, обработанных детергентом 
и ультрафиолетовым облучением для предотвращения 
контаминации экзогенной ДНК. Данные образцы круп-
ного рогатого скота, содержащегося на территории 
средневекового Ярославля (XIII–XIV вв.) (n = 10), были 
получены из биоколлекции Института археологии РАН.

Исследование проводили в 2024 году на базе Центра 
коллективного пользования «Биоресурсы и биоин-
женерия сельскохозяйственных животных» ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр животновод-
ства» — ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста.

ДНК выделяли с использованием набора COrDIS 
«Экстракт» (ООО «Гордиз», Россия) Декальцин в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Для ам-
плификации гена Cyt. B (Цитохром b) мтДНК КРС были 
подобраны четыре пары праймеров, перекрывающих 
друг друга, общей длины 1189 п. н. между позициями 
14480–15669 мтДНК, что позволяет амплифицировать 
полную последовательность гена Cyt. B (Цитохром b) 
КРС между позициями 14514–15653 мтДНК.

Праймеры были подобраны в соответствии с ре-
ференсной последовательностью мтДНК КРС, пред-
ставленной в базе Национального центра биотехноло-
гической информации NCBI (GenBank: NC_006853.1) 
с помощью онлайн-ресурса Basic2 (табл. 1).

ПЦР-амплификацию проводили на термоциклере 
Applied Biosystems SimpliAmp (Thermo-Fisher Scientific, 
Inc., США) в конечном объеме 25 мкл, в том числе 
2,5 мкл реакционного буфера (10X Taq Turbo буфер) 
(«Евроген», Россия), 16,8 мкл H2O, 2,5 мкл dNTPs, 1 мкл 

1 Local Alignment Search Tool (BLAST. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) https://openknowledge.fao.org/server/api/core/bitstreams/c8121641-5385-404f-
bf98-6a584bec2e7b/content
2 https://code-basics.com/ru

Таблица.1. Последовательность праймеров для амплификации гена 
Cyt B (Цитохром b) археологической ДНК КРС

Table.1. Sequence of primers for amplification of the Cyt B gene 
(Cytochrome b) of archaeological cattle DNA

Н. п. Последовательность Позиция G/C, 
%

Размер 
ПЦР

1
F-5`-AAA CCA TCG TTG TCA TTC AAC TAC-3` 14480–14503 43

341
R-5`-TAA GCC TCG TCC TAC GTG C-3` 14819–14801 52

2
F-5`-CCG ATA CAT ACA CGC AAA CGG-3` 14750–14770 52

345
R-5`-TGG CAA TTG CTA TGA TGA TAA ATG G-3` 15093–15069 36

3
F-5`-AGC AAC CCT TAC CCG ATT CTT C-3` 15029–15050 50

349
R-5`-AGT TTG TTG GGG ATT GAT CGT AAG-3` 15376–15353 42

4
F-5`-ACA CCC CCT CAC ATC AAA CC-3` 15303–15322 55

368
R-5`-GTA CTA CAA AGA CCT GTC TTC ATT T-3` 15669–15645 36
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смеси праймеров 10 пмоль, 0,2 мкл SmartTaq ДНК поли-
меразы («Диалат Лтд.», Россия), 1 мкл ДНК.

Условия температурно-временного режима ПЦР 
были следующими: начальная денатурация (94 °С в те-
чение 3 мин.); 94 °С в течение 10 сек., 64 °С в течение 
15 сек., 72 °С в течение 45 сек. (40 циклов); заключи-
тельная элонгация (72 °С в течение 7 мин.).

Очистку ампликонов проводили с использованием 
набора для очистки ДНК из реакционной смеси и ага-
розного геля Cleanup-Mini («Евроген», Россия).

Последовательности ДНК определяли секвени-
рованием по Сэнгеру на генетическом анализаторе 
«Нанофор 05» (ООО НПФ «Синтол», Россия) с использо-
ванием набора GenSeq (ООО «НПФ “Синтол”», Россия) 
согласно инструкциям производителя.

Выравнивания результатов секвенирования про-
водили на основе полной последовательности мтДНК 
(GenBank: NC_006853.1) с использованием программ 
BioEdit 7.2.

Расчеты и построение филогенетической дерева 
осуществляли методом максимального правдоподобия 
в программе MEGA X (www.megasoftware.net).

Для определения принадлежности исследуемых об-
разцов КРС к известным гаплогруппам из базы NCBI 
были отобраны последовательности мтДНК крупного 
рогатого скота, относящиеся к гаплогруппам Т1, Т2, 
Т3, Т4, Т5, Q, R, P, I и C (табл. 2).

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Для определения наилучшего условия температур-

ного режима отжига праймеров проводили градиентный 
ПЦР. Детекцию результатов ПЦР выполняли в 1%-ном 
агарозном геле с использованием колориметриче-
ской системы документации на геле Uvitec FireReader 
V10 imaging System (Cleaver scientific, Великобритания) 
(рис. 1–3).

Результаты секвенирования ампликонов, получен-
ных из четырех пар праймеров, были выровнены на 
основе референсной последовательности GenBank: 
NC_006853.1 и соединены между собой (рис. 4–8).

Общая длина нуклеотидной последовательности 
при сборке составила 1194 п. н., расположенной между 
позициями 14505–15699 мтДНК КРС, что позволило 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации 
градиентной ПЦР в 2%-ном агарозном геле (1-й и 2-й праймеры)

Fig. 1. Electrophoregram of gradient PCR amplification products in 2% 
agarose gel (1st and 2nd primers)

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации 
градиентной ПЦР в 2%-ном агарозном геле (3-й и 4-й праймеры)

Fig. 2. Electrophoregram of gradient PCR amplification products in 2% 
agarose gel (3rd and 4th primers)

Рис. 3. Электрофореграмма амлифицированных фрагментов гена 
Cyt.B (Цитохром b) в 2%-ном агарозном геле

Fig. 3. Electrophoregram of amplified fragments of the Cyt.B gene 
(Cytochrome.b) in 2% agarose gel

 

 

Рис. 4. Результаты выравнивания последовательности секвенирования (начало первой пары праймеров)

Fig. 4. Sequencing sequence alignment results (the beginning of the first pair of primers)

Таблица.2. Номера последовательностей известных 
гаплогрупп КРС

Table.2. Sequence ID of known cattle haplogroups

№ п/п Гаплогруппы № NCBI

1 C KF525852

2 I FJ971088

3 P MF169211

4 Q KP637147

5 R HQ184040

6 T1 MZ901386

7 T2 KT184460

8 T3 MZ901744

9 T4 MN200841

10 T5 MZ901530

получить полную последовательность гена Cyt. B.
(Цитохром b) мтДНК КРС между позициями 14514–
15653.

Анализ филогенетического дерева (рис. 8), постро-
енного методом ML (максимального правдоподобия), 
выявил, что все исследуемые образцы были сгруппиро-
ваны с представителями гаплогрупп Т1, T2, T3 и T5.

Как видно из рисунка 10, медианная сеть, построен-
ная на основании последовательностей Cyt B, позво-
ляет уверенно отнести археологические образцы к Bos 
Taurus, а не к Bos Indicus.
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Рис. 5. Результаты выравнивания последовательности секвенирования (конец сиквенса первой пары праймеров и начало сиквенса второй 
пары праймеров)

Fig. 5. Sequencing sequence alignment results (the end of the sequence of the first pair of primers and the beginning of the sequence of the second 
pair of primers)

Рис. 6. Результаты выравнивания последовательности секвенирования (конец второй пары праймеров и начало третьей пары праймеров)

Fig. 6. Sequencing sequence alignment results (end of the second pair of primers and beginning of the third pair of primers)

Рис. 7. Результаты выравнивания последовательности секвенирования (конец третьей пары праймеров и начало четвертой пары праймеров)

Fig. 7. Sequencing sequence alignment results (end of the third pair of primers and beginning of the fourth pair of primers)  
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Рис. 8. Результаты выравнивания последовательности секвенирования (конец четвертой пары праймеров)

Fig. 8. Sequencing sequence alignment results (end of the fourth pair of primers)

Рис. 9. Филогенетическое дерево, построенное методом 
максимального правдоподобия

Fig. 9. Phylogenetic tree constructed by the maximum likelihood 
method
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ТGAAGACAGGTCTTTGTAGTACATCTAATATACTGGTCTTGCAAACCAGAGAAGGAGAACAACTAACCTCCCTAAGACTCAAGGAAGAAACTGCAGTCTCACCATCAACCCCCAAAGCTGAAGTTCTATTTAAACTATTCCCTGAA

Рис. 10. Медианная сеть гаплотипов крупного рогатого скота  
на основании последовательности участка Cyt B

Fig. 10. Median network of cattle haplotypes based on the sequence  
of the Cyt B site

Выводы/Conclusions
Разработанная авторами тест-система на основе  

4 пар праймеров позволила получить из археологиче-
ских  образцов полные последовательности гена Cyt.B.
(Цитохром Б) мтДНК крупного рогатого скота рода Bos 
taurus. Мощности анализа по последовательности Cyt.B.
недостаточно, чтобы разделить гаплогруппы внутри та-
уринного скота, в связи с тем что последовательность 

цитохрома b более консервативна по сравнению с дру-
гими участками митохондриального генома. Тем не ме-
нее можно говорить, что археологические образцы не 
отличаются по последовательности Cyt.B от гаплогрупп 
Т1, Т1а, Т3 и Т5. Для уверенной идентификации гапло-
групповой принадлежности следует использовать бо-
лее полиморфные области митохондриального генома, 
например последовательность D-петли.
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