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Анализ ДНК древних и исторических образцов, в том числе экземпляров из музейных и 
краниологических коллекций, неоценим как способ получения генетической информации для ре-
конструкции происхождения локальных пород животных. Принимая во внимание высокую степень 
деградации ДНК в большинстве таких образцов, исследования проводят, как правило, на мито-
хондриальном геноме, поскольку он присутствует в сотнях или даже тысячах копий в одной клетке. 
Однако в некоторых случаях исследование митохондриальной ДНК (мтДНК) не позволяет в пол-
ной мере проследить демографическую историю видов и пород, особенно при вовлечении в скре-
щивания производителей, представляющих улучшающие породы. Информативным инструментом 
для анализа такого рода демографических событий служат микросателлиты, или короткие тандем-
ные повторы (STR). Однако генотипирование микросателлитов при использовании ДНК, выделен-
ной из музейных образцов, сопряжено с повышенным риском ошибок амплификации. Цель нашей 
работы — усовершенствование алгоритма определения консенсусных генотипов STR-маркеров для 
проб, содержащих сильно деградированную ДНК, и оценка его эффективности на музейных об-
разцах костной ткани крупного рогатого скота. Материалом для исследования служили музейные 
экспонаты черепов крупного рогатого скота, датированные концом XIX—первой половиной XX века, 
хранящиеся в краниологической коллекции Музея животноводства им. Е.Ф. Лискуна (РГАУ — 
МСХА им. К.А. Тимирязева, г. Москва). Образцы генотипировали с помощью мультиплексной 
панели, включавшей 11 микросателлитных локусов, рекомендованных Международным обще-
ством генетики животных (ISAG), по протоколам, принятым в ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. акаде-
мика Л.К. Эрнста. Успешность амплификации для каждого локуса в образце оценивали на осно-
вании расчета индексов качества генотипирования (quality indices, QI). Наиболее часто встречаю-
щийся генотип кодировали как 1, а отличающиеся от него за счет выпадения аллелей (allelic drop-
out, ADO) или ложных аллелей (false alleles, FA) генотипы — как 0. Далее рассчитывали долю гено-
типов со значением 1 по отношению к общему числу повторов. Пороговое значение для QI было 
установлено на уровне 0,75. В консенсусный генотип включали генотипы, показавшие частоту 
встречаемости выше порогового значения для каждого локуса. Тестирование алгоритма выполнено 
на 144 музейных образцах черно-пестрого, турано-монгольского, палево-пестрого и бурого крупного 
рогатого скота. Полный профиль (11 микросателлитных локусов) удалось получить для 60,42 % слу-
чаев. Качество генотипирования в большинстве локусов (9 из 11 исследованных) было выше 0,950, 
варьируя от 0,951±0,011 в локусе TGLA122 до 0,995±0,003 в локусе BM2113. По результативности 
наименее успешным оказалось генотипирование локусов TGLA53 и BM1818 (соответственно 74,86 % 
и 61,45 %). Выявлена положительная корреляция на уровне тенденции (r2 = 0,53; p = 0.09) между 
размером аллелей в локусе и долей ошибок генотипирования. Поскольку изучение аллелофонда по-
пуляций невозможно без получения корректных генотипов, предложенный нами алгоритм, обеспечи-
вающий вероятность корректного генотипирования p < 0,001, может быть использован при работе с 
музейными и другими образцами, содержащими сильно деградированную ДНК. 
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Анализ ДНК древних и исторических образцов — неоценимый ис-

точник генетической информации для реконструкции происхождения ло-

кальных пород сельскохозяйственных животных (1-3). Особую ценность для 

таких исследований представляют экземпляры музейных (4, 5) и краниоло-

гических (6) коллекций. Принимая во внимание высокую степень деграда-

ции ДНК в большинстве таких образцов, исследования, как правило, прово-

дят на митохондриальном геноме (7-9), поскольку он присутствует в сотнях 

                                                            
 При выполнении исследований использовали оборудование ЦКП «Биоресурсы и биоинженерия сельско-

хозяйственных животных» ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста. Работа выполнена при под-

держке Российского научного фонда, проект № 19-76-20012.  
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или даже тысячах копий в одной клетке. Однако в некоторых случаях ана-

лиз митохондриальной ДНК (мтДНК) не позволяет в полной мере просле-

дить демографическую историю видов и пород животных (10, 11). Так, при 

создании некоторых отечественных пород крупного рогатого скота практи-

ковалось вводное скрещивание с использованием быков-производителей 

зарубежных пород (6). Анализ митохондриального генома не позволит оце-

нить такие события в демографической истории пород и проследить участие 

зарубежных пород в формировании аллелофонда современных популяций, 

поскольку у мтДНК материнский тип наследования. Информативным ин-

струментом для анализа такого рода демографических событий служит ис-

следование микросателлитов, или коротких тандемных повторов (short tan-

dem repeats, STR) (12). Микросателлитный анализ признается золотым 

стандартом контроля происхождения в программах разведения крупного 

рогатого скота (13), что позволило получить большой объем информации о 

генотипах современных представителей локальных и трансграничных по-

род. Наличие больших наборов генетических данных, полученных на совре-

менных популяциях, имеет важное значение для изучения исторических об-

разцов, поскольку может помочь проследить сохранение исторических ал-

лелей в современных популяциях. 

Основная проблема, связанная с генотипированием микросателли-

тов, в случае ДНК, выделенной из археологических и музейных образцов, 

заключается в ошибках амплификации. Это, в частности, ложные гомози-

готы, или выпадение аллелей (allelic drop-out, ADO), и ложные аллели (false 

alleles, FA) (14, 15), которые представляют собой артефакты, полученные 

при проведении полимеразной цепной реакции (ПЦР) (16). Для повышения 

достоверности результатов генотипирования сильно деградированной ДНК 

или ДНК с низкой концентрацией был предложен мультиплексный подход, 

основанный на повторных независимых амплификациях каждого образца 

ДНК (15, 17). Такой подход по сравнению со стандартной процедурой поз-

воляет количественно оценить степень ошибок для каждого возможного ге-

нотипа (17). 

Несмотря на многочисленные работы, посвященные изучению ал-

лелофонда крупного рогатого скота в нашей стране, до недавнего времени 

отсутствовали протоколы получения консенсусных генотипов с помощью 

микросателлитных маркеров для образцов, сохраняемых в краниологиче-

ских коллекциях, поэтому ретроспективное изучение генетического пула 

предковых популяций локальных пород не представлялось возможным. От-

метим, что в мире уже проводились исследования филогенетических связей 

между образцами, обнаруженными в ходе археологических изысканий, и со-

временными породами с помощью STR-маркеров. Однако при этом ис-

пользовались очень трудоемкие и дорогостоящие методы с большим числом 

повторов экстракции ДНК и амплификации одиночных локусов для полу-

чения корректных генотипов (2).  

В настоящем сообщении впервые приведено описание и результаты 

оценки разработанного нами подхода к анализу музейных образцов, позво-

ляющего наиболее эффективно получать корректные генетические данные 

по микросателлитам. 

Нашей целью было усовершенствование алгоритма определения 

консенсусных генотипов STR-маркеров для образцов, содержащих сильно 

деградированную ДНК, и оценка его эффективности на музейных образцах 

крупного рогатого скота. 

Методика. Источником ДНК служили музейные экспонаты черепов 

крупного рогатого скота, датированные концом XIX—первой половиной XX 
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века, из краниологической коллекции Музея животноводства им. Е.Ф. Лискуна 

РГАУ — МСХА им. К.А. Тимирязева (г. Москва, 1950 год). Исследуемая вы-

борка включала 144 музейных образца биоматериала от черно-пестрого, ту-

рано-монгольского, палево-пестрого и бурого крупного рогатого скота, ге-

нотипированных в период с 2019 по 2021 год.  

Подготовку образцов и выделение ДНК проводили, как описано 

нами ранее (18). Извлеченные из черепов зубы промывали детергентом и 

дистиллированной водой для удаления возможного загрязнения современ-

ной ДНК. Зуб продольно распиливали и с помощью мини-дрели Dremel 

3000-15 («Dremel», США) с алмазным бором на самых малых оборотах из 

внутренней части высверливали мелкодисперсный порошок. Далее следо-

вали этапы растворения костного порошка в лизирующем растворе, отмы-

вания от примесей, ингибирующих ПЦР, и получения очищенного экс-

тракта ДНК в соответствии с протоколами, рекомендованными изготовите-

лями коммерческих наборов Prep Filer™ BTA Forensic DNA Extraction Kit 

(«Thermo Fisher Scientific, Inc.», США), COrDIS Экстракт декальцин (ООО 

«ГОРДИЗ», Россия), М-сорб-кость (ООО «Синтол», Россия), QIAamp DNA 

Investigator Kit («Qiagen», США). Качество полученных препаратов ДНК 

оценивали, измеряя концентрации двухцепочечной ДНК (дцДНК) (флуори-

метр Qubit™, «Invitrogen, Life Technologies», США) и определяя соотношение 

OD260/280 (спектрофотометр NanoDrop™ 8000 («Thermo Fisher Scientific, Inc.», 

США). Учитывая, что при увеличении количества ДНК хорошего качества 

снижается риск ошибочного генотипирования (19), при микросателлитном 

анализе в качестве пороговых значений были выбраны концентрация дцДНК 

не менее 1 нг/мкл и соотношение OD260/280 в пределах 1,6-2,0. Препараты 

ДНК, не отвечающие таким требованиям, из исследований исключали. 

Образцы генотипировали с помощью мультиплексной панели с 11 

микросателлитными локусами (TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, 

TGLA122, INRA23, TGLA126, BM1818, ETH225, BM1824; рекомендованы 

Международным обществом генетики животных ISAG) (20) по протоколам, 

принятым в ФГБНУ ФИЦ ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста (21).  

Мультиплексные ПЦР проводили в конечном объеме 10 мкл в ПЦР-

буфере с 200 мМ dNTP, 1,0 мМ MgCl2, 0,5 мМ смеси праймеров (последо-

вательности приведены на https://strbase-archive.nist.gov/cattleSTRs.htm), 

1 ед. Taq-полимеразы (ООО «Диалат», Россия) и 1 мкл геномной ДНК (кон-

центрации выше 1 нг/мкл). ПЦР выполняли в следующем температурно-

временном режиме: начальная денатурация при 95 С, 4 мин; 95 С, 20 с; 

63 С, 30 с (35 циклов); 72 С, 1 мин. Завершающую элонгацию проводили 

при 72 С в течение 10 мин. Определяли размер полученных фрагментов 

(генетический анализатор ABI3130xl со стандартом длин фрагментов 

GeneScan™ 350 ET ROX™, программное обеспечение GeneMapper™ v. 4; 

«Applied Biosystems», США). Размеры аллелей стандартизировали в соответ-

ствии со сравнительным тестированием STR-типирования ISAG для вида Bos 
taurus 2018-2019 годов. 

В качестве прототипа для определения консенсусных генотипов ис-

пользовали модифицированный мультиплексный подход, предложенный 

ранее (22, 23). Расчет индексов качества генотипирования (quality indices, 

QI) для каждого образца/локуса проводили согласно С. Miquel с соавт. (24).  

Наиболее часто встречающемуся генотипу в каждом локусе присва-

ивали код 1. Генотипы, отличающиеся от наиболее часто встречающегося ге-

нотипа за счет выпадения аллелей (ADO) или ложных аллелей (FA), считали 

ошибками генотипирования и обозначали как 0. Далее рассчитывали долю 
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генотипов со значением 1 по отношению к общему числу повторов. Поро-

говое значение для QI было установлено на уровне 0,75.  

Результативность амплификации (долю +ПЦР) рассчитывали как 

число успешных ПЦР (+ПЦР), деленное на число повторов ПЦР для каж-

дого локуса, выраженное в процентах. Для расчета доли неудачных ампли-

фикаций из 100 % вычитали долю +ПЦР в процентах. Для расчета доли 

утерянных аллелей (ADO) и доли ложных аллелей (FA) использовали про-

токол, предложенный T. Broquet и E. Petit (25). Долю ADO для каждого 

локуса рассчитывали для гетерозиготных генотипов (согласно соответству-

ющим консенсусным генотипам) как число повторов, в которых был утерян 

один аллель, деленное на общее число +ПЦР. Показатель FA рассчитывали 

для гомозиготных или гетерозиготных генотипов как число ПЦР с ложными 

аллелями, деленное на общее число +ПЦР.  

Анализируя данные генотипирования на наличие ложных результа-

тов, влияющих на оценку параметров популяции (26, 27), рассчитывали 

долю ошибок (error rates, ER) как число генотипов, отличающихся от кон-

сенсусного, поделенное на общее число +ПЦР. Вероятность корректного 

генотипирования (p) для каждого локуса вычисляли в соответствии с опи-

санием G. He с соавт. (28). Кроме того, рассчитывали средние значения и 

стандартные ошибки средних значений индекса качества генотипирования 

QI (M±SEM) для каждого локуса. По результатам оценки качества гено-

типирования вычисляли коэффициенты корреляции Пирсона (r2), иллю-

стрирующие связь между длиной аллелей и долей ошибок генотипирова-

ния в локусах. 

Результаты. Данные об исследуемых микросателлитных локусах 

обобщены в таблице 1. 

1. Характеристика микросателлитных локусов, использованных при мульти-
плексном генотипировании краниологических музейных образцов крупного 
рогатого скота (Музей животноводства им. Е.Ф. Лискуна РГАУ — МСХА 

им. К.А. Тимирязева, г. Москва, 1950 год) 

Локус BTA 
Число повторов Длина аллелей, bp 

min max min max 

BM1818 23 13 25 256 280 
BM1824 1 10 18 174 190 
BM2113 2 12 23 121 143 
ETH10 5 14 22 209 225 
ETH225 9 19 29 140 160 
INRA023 3 10 25 192 222 
SPS115 15 17 28 240 262 
TGLA122 21 14 38 137 185 
TGLA126 20 12 22 105 125 
TGLA227 18 9 25 71 103 

TGLA53 16 17 40 150 196 

П р и м е ч а н и е. BTA — аутосома крупного рогатого скота. 

 

 

Рис. 1. Схема определения индекса качества 
генотипирования (QI) при мультиплексном 
генотипировании краниологических образцов 
крупного рогатого скота (Музей животно-
водства им. Е.Ф. Лискуна РГАУ — МСХА 
им. К.А. Тимирязева, г. Москва, 1950 год). 

 

Схема определения ин-
дексов качества для локусов при-
ведена на рисунке 1. В локусе 1 
профили всех повторов четко по-
казывают наличие двух аллелей  

(с разной интенсивностью). В локусе 2 наиболее часто встречающийся 
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генотип визуализируется в повторах 2 и 5 (оцениваются как 1). В повторе 1 

для этого локуса наблюдается выпадение аллеля (ADO), в повторе 4 — появ-

ление ложного аллеля (FA), повтор 3 показывает отсутствие амплификации, 

поэтому все эти повторы оцениваются как 0. В локусе 3 в повторе 4 наблю-

дается ложный аллель (оценка повтора 0), во всех остальных повторах виден 

четкий гомозиготный профиль (оценка 1). Таким образом, значения QI для 

трех вышеназванных локусов составили соответственно 1,00; 0,40 и 0,80.  
 

 

Рис. 2. Схема определения консенсусных гено-

типов по микросателлитам при мультиплекс-
ном генотипировании краниологических об-

разцов крупного рогатого скота (Музей живот-

новодства им. Е.Ф. Лискуна РГАУ — МСХА 

им. К.А. Тимирязева, г. Москва, 1950 год). 

 
Нами предложен модифици-

рованный алгоритм определения кон-
сенсусных генотипов при работе со 
сложными образцами на примере му-
зейных образцов черепов крупного ро-
гатого скота (рис. 2). После первона-
чальной мультиплексной амплифи-
кации микросателлитных локусов в 
двух повторах для дальнейшего ана-
лиза отбирали только те образцы, в 
которых успешно амплифицирова-
ли не менее шести локусов (+ПЦР). 
Для таких образцов выполняли три  

дополнительных независимых повтора ПЦР с использованием тех же препа-

ратов ДНК. Таким образом, каждый образец ДНК анализировали не менее 

чем в пяти повторах. Для образцов, в которых было амплифицировано ме-

нее шести локусов или получено менее четырех положительных ПЦР в каж-

дом из локусов, проводили повторные выделение ДНК и постановку ПЦР, 

как описано выше. 

Как представлено на рисунке 2, образцы, имеющие QI = 0,75 и выше 

в каждом из локусов, считались корректно генотипированными и отбира-

лись для дальнейшего анализа. Для образцов со значением QI меньше уста-

новленного порога (QI < 0,75) в любом из локусов были проведены три 

дополнительных мультиплексных ПЦР с использованием тех же препаратов 

ДНК, после чего повторно рассчитывали индексы качества. Если вновь по-

лучали низкие значения индексов качества (QI < 0,75), для таких образцов 

повторно выделяли ДНК и проводили ПЦР с использованием описанного 

выше мультиплексного подхода (при чрезвычайной ценности конкретного 

образца, например в случае, когда исследуемая порода представлена всего 

1-2 особями) или исключали из дальнейшего анализа.  

2. Результативность генотипирования краниологических образцов крупного рогатого 
скота по микросателлитам (n = 144, Музей животноводства им. Е.Ф. Лискуна 

РГАУ — МСХА им. К.А. Тимирязева, г. Москва, 1950 год) 

Число успешно генотипированных локусов Число образцов, n Доля образцов, % 
11 87 60,42 

10 21 14,58 

9 9 6,25 

8 3 2,08 

7 3 2,08 

6 3 2,08 

< 6 27 18,75 
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Концентрация двухцепочечной ДНК в исследуемой выборке варьи-
ровала от 1,01 до 63,40 нг/мкл, величина OD260/280 — от 1,64 до 2,00. Как 
показано в таблице 2, для 60,42 % из 144 генотипированных образцов удалось 
получить полный профиль (11 локусов микросателлитов), 14,58 и 6,25 % об-
разцов были успешно генотипированы соответственно по 10 и 9 локусам 
микросателлитов. Для 18,75 % образцов успешно генотипировали 5 и менее 
локусов, вследствие чего эти образцы исключили из дальнейшего анализа. 

3. Оценка качества генотипирования краниологических образцов крупного рога-
того скота по локусам микросателлитов на основании индекса QI (n = 144, 

Музей животноводства им. Е.Ф. Лискуна РГАУ — МСХА им. К.А. Тимиря-

зева, г. Москва, 1950 год) 

Локус 
Среднее значение QI 

(M±SEM) 

QI = 1 0,75  QI < 1,00 QI < 0,75 
р 

1 2 1 2 1 2 
TGLA227 0,966±0,009 110 87,30 11 8,73 5 3,97 p < 0,001 

BM2113 0,995±0,003 122 96,83 3 2,38 0 0,00 p < 0,001 

TGLA53 0,759±0,030 68 53,97 20 15,87 38 30,16 p < 0,001 

ETH10 0,972±0,008 112 88,89 10 7,94 4 3,17 p < 0,001 

SPS115 0,953±0,011 104 82,54 18 14,29 4 3,17 p < 0,001 

TGLA122 0,951±0,011 107 84,92 10 7,94 9 7,14 p < 0,001 

INRA23 0,952±0,013 107 84,92 14 11,11 5 3,97 p < 0,001 

TGLA126 0,960±0,009 106 84,13 15 11,90 5 3,97 p < 0,001 

BM1818 0,700±0,040 82 65,08 5 3,97 39 30,95 p < 0,001 

ETH225 0,953±0,017 115 91,27 5 3,97 6 4,76 p < 0,001 

BM1824 0,961±0,013 113 89,68 7 5,56 6 4,76 p < 0,001 

П р и м е ч а н и е. 1 — число образцов, n, 2 — доля образцов, %; QI — индекс качества; р — вероятность 

корректного генотипирования согласно G. He с соавт. (27). 

 

Как свидетельствует таблица 3, показатель качества генотипирова-

ния, оцененного на основании средних значений индекса качества QI, в 

большинстве локусов (9 из 11 исследованных) был выше 0,950, варьируя от 

0,951±0,011 в локусе TGLA122 до 0,995±0,003 в локусе BM2113. В двух 

локусах (TGLA53 и BM1818) показатель качества генотипирования был 

значительно ниже (соответственно QI = 0,759±0,030 и QI = 0,700±0,040). 

Кроме того, доля образцов с качеством генотипирования ниже порогового 

значения 0,75, для указанных локусов была максимальной и составила 

30,16 % для TGLA53 и 30,95 % для BM1818. Вероятность корректного ге-

нотипирования для всех исследованных локусов составила p < 0,001. 

4. Результативность и распределение ошибок генотипирования краниологических 

образцов крупного рогатого скота по локусам микросателлитов (n = 144, Му-

зей животноводства им. Е.Ф. Лискуна РГАУ — МСХА им. К.А. Тимирязева, 

г. Москва, 1950 год) 

Локус Число образцов, n Отсутствие амплификации, % ADO, % FA, % ER, % 
TGLA227 125 4,33 4,20 0,73 4,23 

BM2113 125 3,49 0,53 0,14 0,58 

TGLA53 110 25,14 15,53 2,43 14,37 

ETH10 126 3,63 3,93 0,43 2,17 

SPS115 122 7,96 5,48 1,21 4,40 

TGLA122 123 4,05 5,78 1,75 6,26 

INRA23 121 8,38 3,89 0,76 3,66 

TGLA126 122 7,40 4,60 0,90 4,22 

BM1818 94 38,55 4,78 0,68 2,05 

ETH225 120 9,36 2,51 0,31 2,00 

BM1824 123 6,15 2,32 1,19 2,68 

В среднем по 11 локусам (M±SEM) 10,77±0,35 4,68±0,30 0,94±0,12 4,11±0,24 

П р и м е ч а н и е. Число образцов, n — число черепов животных, для которых был получен генотип по 

соответствующему локусу; ADO — доля выпавших аллелей, частота FA — доля ложных аллелей; ER — 

общая доля ошибок;  

 

Оценка результативности генотипирования, проведенная по 11 

микросателлитным локусам (табл. 4), показала, что бóльшая доля образцов 

с отсутствием амплификации выявлена для локусов BM1818 и TGLA53 
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(соответственно 38,55 % и 25,14 %). Локус BM1818 был успешно генотипи-

рован всего у 94 образцов. В другом наименее успешно генотипированном 

локусе — TGLA53 консенсусные генотипы были получены для 110 образ-

цов, однако общая доля ошибок генотипирования (ER) в этом локусе со-

ставила 14,37 %, что более чем в 3 раза превышало среднее значение этого 

показателя для 11 исследованных локусов. Число повторных ПЦР для 

успешного получения консенсусного генотипа либо для принятия решения 

об исключении препарата ДНК из дальнейшего анализа варьировало от 5 

до 8, что сопоставимо с результатами аналогичных исследований на образ-

цах с низкой концентрацией или сильной деградацией ДНК (29-31). 

Мы предположили, что высокая доля ошибок генотипирования, вы-

явленная в локусах TGLA53 и BM1818, может быть связана с длиной ам-

плифицируемых фрагментов, что служит ограничивающим фактором при 

работе с деградированной ДНК. Расчет коэффициентов корреляции пока-

зал положительную корреляцию между длиной аллелей и долей ошибок ам-

плификации, значимую на уровне тенденции (r2 = 0,53, p = 0,09). В иссле-

дованиях других авторов при анализе ДНК, выделенной из музейных об-

разцов перьев (32) или фрагментов кожи от чучел (33), также выявлена вза-

имосвязь между размером амплифицируемого фрагмента и успехом ампли-

фикации.  

В настоящее время основная часть работ зарубежных авторов по изу-

чению полиморфизмов древней ДНК выполняется с применением секве-

нирования фрагментов мтДНК (34, 35) или полного генома (36), однако 

STR-маркеры продолжают использоваться для исследования сложных об-

разцов (37). В этом сообщении не представлены результаты проведенного 

нами анализа мтДНК и полногеномного секвенирования музейных образ-

цов, так как его цель состояла в описании протокола формирования консен-

сусных генотипов по микросателлитам — типу ДНК-маркеров, который оста-

ется наиболее используемым и доступным для большого числа лабораторий. 

Поскольку изучение аллелофонда популяций невозможно без полу-

чения корректных генотипов, описанный нами алгоритм, обеспечиваю-

щий вероятность корректного генотипирования p < 0,001, может быть ис-

пользован при работе с музейными и другими образцами, содержащими 

сильно деградированную ДНК. Также отметим, что при исследовании слож-

ных образцов (неинвазивные образцы от диких животных, музейные об-

разцы) важно проводить пилотные исследования, позволяющие предвари-

тельно рассчитать вероятность возникновения ошибок генотипирования и 

их возможное влияние на оценку параметров популяции (26, 27). 

Таким образом, предложенная нами модификация метода генотипи-

рования музейных краниологических образцов, в которых ДНК сильно де-

градирована вследствие длительного хранения, заключалась в использова-

нии мультиплексной панели из 11 микросателлитных маркеров для анализа 

в одной пробирке с расчетом качества генотипирования и определения кон-

сенсусного генотипа для каждого локуса в отдельности вне зависимости от 

успешности генотипирования других локусов в одном и том же повторе ам-

плификации. Дополнительно оценивалась успешность генотипирования 

каждого образца на основании среднего индекса качества в первых двух 

повторах амплификации и принималось решение о целесообразности даль-

нейшей работы с этим образцом. Описанные модификации позволили 

снизить стоимость и трудоемкость анализа, поскольку, благодаря количе-

ственной оценке успешности генотипирования отдельных локусов и рас-

чету среднего индекса качества для каждого индивидуума, образцы низ-

кого качества удалялись из анализа на начальных этапах, что позволило 
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минимизировать число повторов ПЦР для получения точных данных гено-

типирования. 

Итак, с использованием предложенного нами модифицированного 

мультиплексного метода удалось получить корректные консенсусные гено-

типы по STR-маркерам для краниологических образцов крупного рогатого 

скота, датированных концом XIX—первой половиной ХХ века. Предпола-

гается, что изложенный в статье подход поможет снизить трудоемкость и 

стоимость анализа исторической ДНК и повысить вовлеченность музейных 

образцов в исследования взаимосвязей между породами сельскохозяйствен-

ных животных. 
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A b s t r a c t  
 

DNA analysis of ancient and historical samples, including specimens stored in museum and 

craniological collections, is an invaluable source of genetic information for reconstructing the origin 

of local breeds of livestock. Given the high degree of DNA degradation in most of these samples, 

studies are usually conducted on the mitochondrial genome, since it is present in hundreds or even 

thousands of copies in a single cell. However, in some cases, the study of mitochondrial DNA 

(mtDNA) does not allow us to fully trace the demographic history of animal species and breeds, 

especially when crossbreeding is used in breeding work. An informative tool for analyzing these types 

of demographic events is the study of microsatellites, or short tandem repeats (STRs). However, in 

microsatellite genotyping for DNA extracted from museum specimens imposes an increased risk of 

amplification errors. The aim of our work was to improve the algorithm for determining consensus 

STR marker genotypes for samples containing highly degraded DNA and to evaluate the effectiveness 
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of the algorithm suggested for cattle craniological museum samples. The material were museum exhibits 

of cattle skulls dated from the end of the 19th to the first half of the 20th century and stored in the 

craniological collection of the Liskun Museum of Animal Husbandry (RSAU — Timiryazev Moscow 

Agricultural Academy). For genotyping, a multiplex panel was used which included 11 microsatellite 

loci recommended by the International Society of Animal Genetics (ISAG), according to protocols 

adopted at the Ernst Federal Research Center for Animal Husbandry. The success of amplification for 

each locus in the sample was assessed by calculating genotyping quality indices (QI). The most fre-

quently occurring genotypes were coded as 1, and the genotypes that differed from those coded as 1 

due to allelic drop-out (ADO) or false alleles (FA) were defined as 0. Next, the proportion was calcu-

lated of genotypes with the value 1 to the total number of repetitions. The threshold value for QI was 

set at 0.75. The genotypes that showed a frequency of occurrence above the threshold value for each 

locus were included in the consensus genotype. The algorithm was tested on 144 museum samples of 

black-and-white, Turano-Mongolian, pale-and-white and brown cattle. A complete profile (11 mi-

crosatellite loci) was obtained for 60.42 % of accessions. The quality of genotyping at most loci (9 out 

of 11 loci examined) was above 0.950, ranging from 0.951±0.011 at the TGLA122 locus to 0.995±0.003 

at the BM2113 locus. An assessment of genotyping efficiency showed that the TGLA53 and BM1818 

loci had the lowest genotyping success (74.86 % and 61.45 %, respectively). A positive correlation at 

the trend level (r2 = 0.53, p = 0.09) between the size of alleles at the locus and the proportion of 

genotyping errors was revealed. Since studying the allele pool of populations is impossible without 

obtaining correct genotypes, our proposed algorithm, which ensures the probability of correct geno-

typing p < 0.001, can be used when working with museum and other samples containing highly de-

graded DNA. 
 

Keywords: microsatellites, genotyping errors, consensus genotype, cattle, museum samples.  


