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През последното десетилетие установяването на полиморфизми на ниво ДНК  посредством 
използването на молекулни маркери, заема все по-голяма част от проучванията в областта на 
генетиката на животните. Понастоящем, микросателитните ДНК маркери са най-широко из-
ползвани при характеризиране на генетичните ресурси в областта на животновъдството поради 
тяхната висока степен на информативност, предоставена от големия брой алели, които продуци-
рат в даден локус. Все по-широка популярност придобива един нов тип маркери, известни като 
единични нуклеотидни полиморфизми – Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), въпреки че са 
от типа би-алелни маркери системи. В сравнение с останалите маркери те представляват един от 
най-прецизните подходи при генотипиране на животните поради факта, че се срещат повсемест-
но в генома на индивидите, освен това са генетично стабилни и податливи на високо произво-
дителен анализ. Технологиите за идентифициране на единични полиморфизми се използват за 
сканиране на нови SNPs в прицелни ДНК последователности, както и за определяне на алел(и) 
по отношение на известни полиморфизми в генома на животните. За откриването на нови SNPs 
се разчита най-вече на директното ДНК секвениране или на високоефективна денатурираща 
течна хроматография (dHPLC). През последните години нараства и броят на различните методи 
за определяне на генотипа на индивидите на базата на SNPs маркери и в момента са разработени 
редица  прецизни методи в тази насока. 

Настоящият обзор е един кратък преглед на наличните техники за откриване на единични по-
лиморфизми на ниво ДНК и тяхното приложение по отношение усъвършенстване изследванията 
в областта на генетиката на животните със стопанско значение. 

	
Eдинични нуклеотидни полиморфизми (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP)
Единичните нуклеотидни полиморфизми – Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), предста-

вляват вариации в отделни нуклеотидни последователности в генома на индивидите. По съще-
ство това са замени на единични бази (А, Т, Ц и Г) в дадена позиция от секвенцията на ДНК мо-
лекулата, изразяващи се в алтернативни последователности от нуклеотиди, респ. алели (Brookes, 
1999). При проучване на механизма на възникване на нуклеотидните замени е установено  пре-
обладаването на транзициите над трансверзиите, най-често пиримидин-пиримидин (Ц↔Т) за-
мени, в резултат на дезаминиране на 5 метилцитозина в тимидин (Cooper and Krawczak, 1989; 
Wang et al., 1998). Според някои автори природата на SNP полиморфизмите се свързва и с други 
механизми, изразяващи се в отпадане (делеции) или вмъкване на допълнителни бази (инсер-
ции) в ДНК молекулата. Прието е тези нуклеотидни изменения да се означават общо като indels 
(Vignal et al., 2002). Въпреки че теоретично всеки SNP сайт в даден локус може да продуцира 
най-много 4 алела, всеки от които съдържа съответно една от 4-те бази, на практика експресията 
на повечето от тези маркери се ограничава само до един от двата възможни алела, което ги по-
ставя в графата на би-алелните маркерни системи (Liu and Cordes, 2004). 

В сравнение с микросателитните маркери нивото на информативност на SNP полиморфизми-
те не е толкова високо, но се компенсира от тяхното широко разпространение в генома на отдел-
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ните организми. В генома на човека те са представени с честота 1 на всеки 1000 базови двойки 
(бд) (Landegren et al., 1998; Sachinandam et al., 2001; The international SNP Map Working 
Group, 2001). Съответно, при говедата са идентифицирани над 2 млн. SNP маркери,  при птици-
те –  над 1000  (Vignal et al., 2000; Emara et al., 2003; Simianer, 2007). 

Единичните нуклеотидни полиморфизми обикновено са локализирани в некодиращи райони 
от животинския геном, поради което не оказват директно влияние върху фенотипа на индивиди-
те. В случаите обаче, когато SNP полиморфизмите са локализирани в кодиращи области на ДНК 
секвенцията, те засягат пряко функцията на гените и техните метаболити, поради което могат 
да бъдат директно асоциирани с определени  признаци с икономическо значение (Heaton, 2000; 
Stoneking, 2001; White et al., 2001).

SNPs притежават редица предимства над останалите маркерни системи, а именно стабилната 
унаследяемост, обусловена от ниската честота на мутиране, което убедително аргументира тях-
ното широко приложение при анализ на генетичните ресурси в областта на животновъдството. 
От друга страна, някои недостатъци на тези маркери могат да бъдат компенсирани чрез прилага-
нето на съвременни технологии като ДНК чип (DNA microarray) технология, свързана с използ-
ването на голям брой SNP маркери (Lipshutz, 1999; Werner et al., 2002, 2004). 

ДНК Технологии за детекция на SNP полиморфизми
Обстоен обзор на технологиите за откриване на SNPs, както и за генотипиране на базата на 

този тип маркерни системи, е представен от Kwok and Chen (2003).  Описаните методики об-
хващат две основни направления: скрининг на нови, неизвестни единични полиморфизми и де-
терминиране на алел(и) от установен полиморфен сайт в прицелни ДНК секвенции, т.е. геноти-
пиране на индивиди по определени SNP маркери. 

Детекция на нови SNP маркери 
Понастоящем са описани са редица методи за откриване на нови SNPs в генома на даден 

животински вид (http://cgil.uoguelph.ca/QTL/SNPs.htm), от които с най-голяма приложимост са 
следните:

- Денатурираща градиентна електрофореза (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) 
- Конформационен полиморфизъм на едноверижна ДНК (Single Strand Conformation 

Polymorphism, SSCP) 
- Анализ на полиморфизмите по дължина на разрязаните фрагменти (Cleavage Fragment 

Length Polymorphism Analysis, CFLPA)
- Хетеродуплексен анализ (Heteroduplex Analysis, HA) 
- Денатурираща високоефективна течна хроматография (Denaturing High Performans Liquid 

Chromatography, DHPLC)
- Директно секвениране (Direct Sequencing) 
Методът Денатурираща градиентна електрофореза, описан за първи път от Fischer and 

Lerman през 1979, се основава на факта, че двойноверижните ДНК молекули с еднакво моле-
кулно тегло, но съдържащи  различия в техните секвенции, дори по отношение само на един 
нуклеотид, показват различна електрофоретична подвижност в условията на денатуриращ гра-
диентен гел (Fisher and Lerman, 1983; Cariello et al., 1991). Чрез DGGE теоретично могат да 
бъдат открити всички вариации в ДНК фрагменти с дължина от 50 до 1000 бд. В случаите на 
прикачане на секвенции, съдържащи нуклеотидната двойка Г-Ц към един от праймерите за PCR 
амплификация, чувствителността на този метод за откриване на точкови мутации (базови или 
нуклеотидни замени) може да достигне до 100% (Myers et al., 1985). Алтернатива на този метод, 
отличаваща се с много по-висока възпроизводителност е гел-електрофореза, при която се при-
лага температурен градиент вместо химичен (Temperature Gradient Gel Electrophoresis TGGE) 
(Henco et al., 1994). В областта на животновъдството DGGE се използва предимно в прецизната 
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диагностика и контрола на някои заболявания. На базата на описаната SNP технология, Belt et 
al. (1995) са идентифицирали 5 алелни варианта на PrP гена, кодиращ прион протеина, асоции-
ран с невро-дегенеративното заболяване скрейпи при овце. По метода на денатурираща гради-
ентна електрофореза Ioannides et al. (2009) генотипират овце от породата Хиос по същия ген. 
Обширно изследване на гена PrP по метода на DGGE е проведено и от  Tkáčiková Ľ., Hreško S. 
(2008) при редица преживни животни.

Методът Конформационен полиморфизъм на едноверижна ДНК (Single Strand Conformation 
Polymorphism, SSCP) се основава на различната подвижност на едноверижните фрагменти в по-
лиакриламиден гел в зависимост от спецификата в тяхната нуклеотидната последователност 
(Hayashi, 1992; Nataraj et al., 1999) Използват се PCR продукти на екзонни последователности 
на гени от различни генотипове на даден вид с размер 100 – 400 бд. След денатурирането им се 
изследва тяхната подвижност в  полиакриламиден гел, като позицията на всеки от продуктите се 
визуализира посредством сребърно оцветяване. Промяната в позицията на определен фрагмент 
е индикация за промяна в нуклеотидната последователност на изследвания ген (Hecker et. al., 
1999). При оптимални условия (фрагменти с размери до 200 бд) могат да бъдат идентифицирани 
около 80-90% от потенциалните базови замени (Sheffield et al., 1993). SSCP успешно е използван 
като метод за проучване на генетичното разнообразие по отношение на гени, кодиращи млечни 
протеини и растежни хормони при португалски аборигенни породи овце с цел създаване на раз-
въдна програма на базата на маркерна селекция (Bastos et al., 2001). Приложението на метода 
конформационен полиморфизъм на едноверижна ДНК при гръбначни и безгръбначни животни 
в контекста на еволюционната биология и молекулярната екология е подробно разгледано в из-
следването на Sunnuks et al. (2000).

Разновидност на SSCP метода е анализът на полиморфизмите по дължината на разрязаните 
фрагменти (Cleavage Fragment Length Polymorphism Analysis, CFLPA). В този случай се използва 
специфичен ендонуклеазен ензим (Cleavage I), който разпознава и срязва определени еднове-
рижни и двойноверижни области от ДНК, в резултат на което се продуцират множествени фраг-
менти, с възможност за електрофоретично разделяне (Rossetti et al., 1997). Основно предимство 
на този анализ, в сравнение с SSCP метода, е възможността за изследване на по-дълги (до 2 кб) 
ДНК фрагменти (Sokurenko et al., 2001).  

Хетеродуплексният анализ (Heteroduplex Analysis, HA) е популярна техника за скрининг на 
единични базови замени в ДНК секвенцията на животните (Sorrentino et al., 1992). Същността 
на този метод се изразява в това, че изследваните ДНК фрагменти с размери от 50 до 400 бд се 
амплифицират, като по време на PCR реакцията се създават условия за хибридизация, не само 
между комплементарните едноверижни ДНК фрагменти (хомодуплекси), но и между ненапъл-
но комплементарни ДНК вериги (хетеродуплекси между нормална и мутантна ДНК верига). 
Разделянето на ДНК фрагментите става посредством електрофореза в неденатуриращ полиакри-
амиден гел, на базата на разликите в тяхната подвижност. Описаната от Palais et al. (2005) мето-
дика за количествен HA анализ посредством високоразделителен подход (high-resolution melting) 
се отличава с възможността за директно идентифициране на продуктите в разтвор, непосред-
ствено след тяхната PCR амплификация. В този случай визуализирането се извършва чрез из-
ползването на белязани праймери или насищане на ДНК с багрила, които позволяват да се отче-
те промяната във формата на флуоресцентната крива. 

Една от разновидностите на Хетеродуплексния анализ е Денатуриращата високоефективна 
течна хроматография (Denaturing High Performans Liquid Chromatography, DHPLC), при която 
се използва гел за фрагментен анализ на PCR продуктите (Spiegelman et al., 2000). Основното 
приложение на този метод се свързва с откриване на мутации в животинския геном (Huber et 
al., 2001). В генома на овце от няколко китайски аборигенни породи по метода на DHPLC Li et 
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al. (2008) откриват мутация в позиция 317 (T317C) на гена, кодиращ рецептора на меланоцит-
стимулиращия хормон (MSHR). 

От изброените методи за откриване на нови SNP маркери, най-използван и точен, макар скъпо-
струващ и продължителен, е методът за директно секвениране (Direct Sequencing). Откриването 
на SNP полиморфизми в този случай се основава на секвениране на определени области от ге-
нома на даден индивид и тяхното сравняване с нуклеотидните последователности на същите об-
ласти, при други представители от същия вид. Секвенирането може да бъде извършено основно 
чрез два метода –  ензимен (секвениране по Sanger) и химичен (Maxam-Gilberd) (Sanger and 
Coulson, 1975; Maxam and Gilgert, 1977). Първият метод е свързан с разцепване на ДНК моле-
кулата в района на една от базите, като за детекция е необходимо радиоактивно белязване на еди-
ния край на фрагмента и неговото предварително пречистване. При втория метод необходимата 
ДНК се синтезира in vitro, като се използва свойството на дидезоксинуклеотидтрифосфатите 
(ddNTP) да прекъсват синтеза на ДНК на мястото на включването им, като по този начин се мар-
кира позицията на определена нуклеотидна база. Основният недостътък на описаните методи е 
необходимостта от неколкократно секвениране на анализираните проби, за да бъдат избегнати 
грешки (неправилно поставяне на нуклеотиди от ензима Taq полимераза по време на PCR амп-
лификацията, грешки в процеса на секвениране и др.), което значително оскъпява процедурата. 

Друг алтернативен метод за откриване на единични нуклеотидни полиморфизми чрез ав-
томатично флуоресцентно секвениране е т.нар. „Orphan peak analysis” (Hattori et al., 1993). 
Характерно за този подход на секвениране е, че всяка нуклеотидна замяна се идентифицира като 
отделен специфичен пик, маркиран в съответен цвят. Предимство на метода е възможността за 
детекция на полиморфизми при по-голям брой анализирани проби от няколко индивида (над 
50), което значително оптимизира процеса на секвениране. Като цяло, основният недостатък на 
методите за секвениране е изискването за високо качество на амплифицираните ДНК проби. 

В сравнение с традиционните Sanger-базирани методи за секвениране, ДНК  секвенирането 
чрез синтез (sequencing-by-synthesis – SBS technology) се очертава да бъде следващо поколение 
ДНК секвениране (next generation sequencing) поради неговата по-висока ефективност, което 
обуславя значителното му представяне в генетичните изследвания на животинския геном (Fuller 
et al., 2009). Обичайните SBS платформи са базирани на използването на ензима ДНК полиме-
раза или лигаза за паралелно синтезиране на ДНК фрагменти чрез белязани нуклеотиди или 
чрез детекция на продуктите на синтеза (пирофосфати). При това магат да бъдат прилагани две 
основни стратегии – секвениране  само на една (single molecule–based) или на множество иден-
тични копия на една ДНК молекула (ensemble based). Основни  предимства на next generation 
sequencing технологиите (като 454/Roche, Illumina, SOLiD), в сравнение с класическия метод на 
Sanger, е елиминиране на трудоемката процедурата по in vivo клонирането и заместването ѝ с 
PCR амплификация, както и замяна на радиоактивните ddNTPs с флуоресцентно белязани таки-
ва (Morozova et al., 2009). Новите методи за секвениране са доста по-ефективни при идентифи-
циране и проследяването на генетични вариации в рамките на големи популации (Todorovska 
et al., 2010).

През последните години голямо внимание се отделя на създаването на  web база данни за 
Expressed sequence tags (EST) при различни животински видове. Основна функция на тези из-
точници, базирани на специфични за организмите колекции е предоставяне на обширен преглед 
на секвенциите за експресиращи се гени в различни тъкани или организми, на различен етап на 
развитие. Понастоящем EST базата данни съдържа повече от 43 млн. секвенции на експресира-
щи се гени, за над 1300 различни организми (Hutchison, 2007). GoSh  база данни (http://www.
itb.cnr.it/) съдържа 58 990 EST за кози и овце, което разкрива възможностите за установяване на 
директна връзка на наличните секвенции, респ. алели, с определен мутантен фенотип (Caprera 
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et al., 2007).

Генотипиране чрез SNP маркери
Обширен преглед на традиционните методи  за  генотипиране чрез SNP маркери е направен 

от Syvänen (2001). За разлика от микросателитните маркери, за които се прилага само една стан-
дартна процедура при генотипиране (включваща  PCR амплификация на определени фрагменти 
с последващото им разделяне чрез акриамидна алектрофореза на базата на техните дължини), 
то генотипирането на базата на SNPs позволява да се прилагат различни техники. По-важните 
от тях включват: 

- CAPS техника (Cleaved Amplified Polymorphic sequence, PCR-RFLP) 
- Алел-специфична олигонуклеотидна хибридизация (Allele Specific Oligonucleotide, ASO) 
- Пиросеквениране (Pyrosequencing)
- Mасс спектрофотометрия (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization time of Flight , MALDI-

TOF) 
- Количествен PCR  (Real-Time и TaqMan PCR) 
- ДНК чип технология (DNA Microarray)  
С откриването на полимеразната верижна реакция (Polymerase Chain Reaction) от   д-р Кари 

Мъллис, известна в литературата още като PCR (Mullis et al., 1986), конвенционалния анализ 
за установяване на полиморфизми по дължината на рестрикционните фрагменти в животинския 
геном (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) е изместен от PCR-RFLP технологията – 
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS). CAPS се основава на детекция на полиморфиз-
мите въз основа на размера на рестрикционните фрагменти, след проведена PCR амплификация 
на даден локус. Основните предимства на CAPS техниката са необходимост от минимално ко-
личество геномна ДНК, както и кратката и нетолкова трудоемка методология, без участието на 
радиоактивни или флуоресцентни сонди.

CAPS техниката може да бъде използвана за генотипиране на индивиди в случаите, когато 
единичните нуклеотидни полиморфизми са локализирани в даден рестрикционен сайт, при което 
след разрязване от съответния ензим ще се генерират специфични фрагменти, чието фракциони-
ране се осъществява най-често електрофоретично (Vignal et al., 2000). На базата на PCR-RFLP 
анализ е характеризирано генетичното разнообразие и са установени генетичните дистанции 
при различни местни породи овце от Китай (Xianglong et al., 2007), Египет (Abdel-rahman et 
al., 2010), Индонезия (Prayitno et al., 2011). В България този метод също е намерил приложе-
ние по отношение генома на автохтонни породи на вида Ovis aries в изследванията на Hristova 
(2011) и  Hristova et al. (2012), касаещи алфа S1-казеиновия ген (αS1CN) и мелатонин-рецеп-
торния ген (MTNR1A). Друго българско изследване е това на Georgieva et al. (2015), свързано с 
генотипиране на овце от Синтетична популация българска млечна, по отношение на гените, ко-
диращи калпастатин (CAST) и миостатин (MSTN). Освен в овцевъдството описаната технология 
е намерила приложение също и в изследвания в областта на свиневъдството и говедовъдството 
в България. По метода PCR-RFLP Stoyanova (2009) и Стоянова и съавт. (2010) са извършили 
проучване на 3 гена – рианодин рецепторен (ryanodine receptor ген, RYR), естроген рецепторен 
(ESR) и фукозилтрансферазен (fucosyltransferase, FUT1), при свине от породата Дунавска бяла. 
В обширно проучване на Hristov et al. (2013) са докладвани SNP полиморфизми в локусите на 
гените αS1-casein, kappa-casein  и lactoglobulin в популацията на Българското Родопско говедо.

Хибридизацията с алел-специфични олигонуклеотиди (Allele Specific Oligonucleotide, АSO) 
e метод, чрез който може да се установи наличие или липса на специфична мутация (нуклео-
тидна замяна) в рамките на даден ген, чрез използването на алел специфични олигонуклеотиди 
(хибридизационни сонди) с дължина 15-19бд (Napolitano et al., 2004). При това маркираната 
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ДНК сонда с известна последователност (нормална или мутантна) хибридизира само с компле-
ментарната ѝ последователност от изследвания участък на гена. ASO подходът се използва за 
доказване само на известни вече мутации в определен ген, т.е. позната е както точната им лока-
лизация, така и тяхната молекулна характеристика, определена чрез секвениране. Този метод е 
особено подходящ за търсене на най-честите мутации за дадена популация животни, в големи 
серии от проби. 

Пиросеквенирането (Pyrosequencing) е относително нова и бърза техника за ДНК ре-секве-
ниране, която се базира на формиране на пирофосфати (PPi), като продукт на синтезата на ДНК 
веригата (Nordstom et al., 2000). В реакционната смес всеки компонент (dNTP) се добавя поот-
делно, като свързването му към растящата верига  е съпроводено с отделяне на молекула пиро-
фосфат, която се трансформира в луминесцентен сигнал, под действие на ензим сулфурилаза. 
В случай, че dNTP не се свърже към растящата верига, той веднага се разгражда и след това се 
добавя следващият. Редът на тяхното присъединяването се определя в процеса на синтеза на 
веригата, което означава, че секвенцията “се чете” едновременно със синтеза (Ronaghi et al., 
2006). Основно предимство на описаната процедура над останалите техники за секвениране е 
възможността за автоматизиране,  позволяващо да се следи кой точно нуклеотид се добавя към 
растящата верига. В допълнение, процесът на пиросеквениране не изисква  електрофореза или 
каквото и да било друго разделяне на фрагменти, а ДНК матрицата се копира пряко без използва-
не на ddNTP. Ограниченията на метода са: нецелесъобразното му приложение при de novo секве-
нирене, тъй като се изисква предварителна информация за участъка, който ще се секвенира, 
както и малката дължина на фрагментите (около 50 бд) за детекция. На базата на анализ на къси 
нуклеотидни секвенции от митохондриалния 12S rRNA ген, Balitzki-Korte et al. (2005) успешно 
прилагат метода на пиросеквениране при идентификация на индивиди от 11 различни видове 
животни, преставители на 3 класа – 7 вида бозайници (включително овце, крави, коне, свине, 
зайци), 3 вида птици и 1 вид риби. При съпоставяне на получените  секвенции с наличните от 
NCBI базата данни, авторите установяват висока степен на полиморфизъм, както и множество 
консервативни участъци в този ген, които могат да бъдат използвани като праймер-свързащи 
сайтове. 

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight е една от първите техники за цялостно 
сканиране на генома за единични нуклеотидни полиморфизми при хора и животни (Ragoussis et 
al., 2006). Представлява количествен, базиран на PCR метод за SNP генотипиране, който се със-
тои в прецизно измерване масата на йонизираните чрез лазер ДНК или РНК молекули (фрагмен-
ти с дължина 3-29 бд), чрез определяне на времето за тяхната йонизация („time of flight”, TOF) 
(Ross et al., 1998). Методът може да бъде оптимизиран чрез комбинация с мултиплексна PCR 
амплификация, при което не се изисква използване на белязани праймери. Неслучайно MALDI-
TOF спектрофотометрията е определена „като златен стандарт” в SNP генотипирането поради 
своите предимствата – висока разделителна способност и аналитична точност, опростен дизайн 
и бързина на анализа, грешки, сведени до минимум (Storm et al., 3003). MALDI-TOF методът 
намира приложение основно в клиничната практика, за молекулярна диагностика на генетични 
маркери, свързани с редица заболявания при хора и животни, включително чувствителност към 
лекарствени средства. Той е еднакво подходящ както за идентификация на животински патогени, 
откриване на ново- възникнали мутирали щамове микроорганизми, така и за установяване на 
генетична идентичност и картиране на локуси, свързани с количествени признаци (т.нар. QTL)  
при селскостопанските породи животни Tost and Gut (2005). 

Количественият PCR, известен още като Real-Time (RT-PCR), количествен PCR (qPCR) или 
кинетичен PCR (kPCR) e въведен от  Higuchi et al., 1993 като иновативна техника за SNP геноти-
пиране  посредством едновременно количествено определяне и амплификация на дадена ДНК 
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молекула. RT-PCR принципно не се отличава от класическата PCR технология, но има преиму-
ществото да отчита количествено амплифицирания PCR продукт по време на реакцията след 
всеки цикъл, в реално време. В допълнение, този метод не изисква прилагане на последващи 
PCR процедури (електрофоретично разделяне на ДНК фрагментите), а резултатите лесно могат 
да бъдат интерпретирани. Понастоящем,  от гледна точка на химическите принципи на qPCR 
методологията, се прилагат четири основни подхода: TaqMan, Molecular Beacons, Scorpions и 
SYBR Green. Подробно описание и приложение на посочените процедури е направено от Ma 
et al., (2006). Като цяло, всички тези техники се основават на детекция на PCR продукти чрез 
генериране на различни флуоресцентни сигнали. Използването на SYBR Green метода се базира 
на възможността за свързване на това багрило само с двойноверижната ДНК, при което се от-
деля флуоресцентен сигнал. Отчитайки интензивността на флуоресценцията, може да се добие 
представа за количеството на количеството на синтезираната ДНК. Това е един сравнително 
опростен в процедурно отношение и евтин, но неточен метод, поради възможността за получа-
ване на неспецифични PCR продукти. При TaqMan, Molecular Beacons и Scorpions резултатите 
зависят от Förster резонансен трансфер на енергия (FRET) за генериране на флуоресцентния 
сигнал, който се получава при свързването на специфични, едноверижни ДНК секвенции с оли-
гонуклеотидни сонди съдържащи съответното флуоресцентно багрило. По време на амплифи-
кацията, когато ензимът полимераза синтезира матричната ДНК, свързана със специфичната 
сонда, тя бива разрушавана от ензима, в резултат на което се отделя флуоресцентен сигнал. 
Флуоресценцията нараства при всеки цикъл, пропорционално на количеството разцепени сонди, 
от което се съди за количеството на синтезирания PCR продукт. Наред с обширнитe области на 
приложение на qRT-PCR, като неинвазивната пренатална и преимплантационна клинична ди-
агностика, епидемиология, генна експресия в клетки или тъкани, лекарствен дизайн и терапия, 
детекция на нарушения („повреди”) в структурата на ДНК, този метод успешно се прилага и за 
SNP генотипиране на животни по определени локуси. По метода RT-PCR, Capoferri et al. (2006) 
са определели честотите на алелите и съответните генотипове при редица италиански породи 
говеда, на базата на 32 високо информативни единични нуклеотидни полиморфизми, локализи-
рани в различни хромозоми.

Ефективна  и нова процедура за генотипиране на базата на SNPs е т. нар. ДНК чип техноло-
гията (DNA Microarray), при която могат да бъдат скринирани едновременно над 40 000 секвен-
ции в даден геном (Lipshutz et al., 1999). Тази техника, първоначално известна като GeneChip, 
е въведена и описана през 1993 г. от Stephen Fador (www.dnalc.org/view/15919-GeneChip-.html). 
В обширен мащаб DNA Microarray техниката е приложена от Wang et al. (1998) за SNP геноти-
пиране на човешкия геном посредством чип технологията GeneChip HuSNP Mapping Array, на 
основата на 1494 единични полиморфизми. Основните предимства на приложената техника са 
възможност за PCR амплификация в мултиплекс, при използването на минимални количества 
геномна ДНК (около 120 ng), както и пълната автоматизация на процедурата. 

Понастоящем широко приложение намират комерсиалните SNP чипове на фирма Illumina за 
генотипиране и асоциативно картиране при овце и говеда, които включват около 50 000 SNP мар-
кери. Тази платформа е приложена за генотипиране на  животни от 21 породи говеда посредством 
BovineSNP50 чип (Matukumalli et al., 2009). Чрез същата платформа на Illumina Boichard et al. 
(2012) генотипират животни от популаци говеда, специализирани в млечното и месно направле-
ние, посредством BovineLD BeadChip, обединяващ около 7000 SNPs маркери. Чрез ovine SNP50 
Beadchip, включващ около 50 000 SNP маркери, Kijas et al. (2012) генотипират около 3000 овце 
от 74 породи, специализирани в различни направления. Получените в това изследване резултати 
разкриват SNP полиморфизъм в над 90% от изследваните локуси, което е индикация за високо 
ниво на генетично разнообразие при тези породи овце. ДНК чип технологията за генотипиране 
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е използвана също и при вида Capra hircus (Dong et al., 2013; Tosser-Klopp et al., 2014).
Всички описани техники за SNP генотипиране се открояват със своите предимства и въпреки 

някои техни ограничения, успешно се прилагат за характеризиране на генетичните ресурси в 
областта на животновъдството, като от съществено изискване е предварителната информация за 
секвенцията на съответните полиморфни сайтове. 
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DNA TECHNOLOGIES FOR DETECTION 
OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS IN ANIMAL GENOME

D. Hristova
Thrakia University, Faculty of Agriculture - Stara Zagora

SUMMARY

During the last decade, the use of molecular markers, revealing polymorphisms at the DNA level, has 
been playing an increasing part in animal genetics studies. At present, the microsatellites DNA markers 
have been the most widely used in the characterization of livestock genetic resources, due to their high 
degree of information provided by large number of alleles per locus. Despite this, Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP) as a new marker type, is now in the focus and have gained high popularity, even 
though it is only a bi-allelic type of marker. In comparison with other markers they represent one of 
the more precise approaches in the genotyping, because they are abundant in the animal genome, ge-
netically stable and amenable to high-throughput analysis. The technologies for detection of SNP are 
used to scan for new polymorphisms and to determine the allele(s) of a known polymorphism in target 
DNA sequences of the animal genome. SNP discovery relies mostly on direct DNA sequencing or on 
denaturing high performance liquid chromatography (dHPLC). In recent years, the number of SNPs 
genotyping methods has exploded and currently are available many accurate methods.

   The present review is a brief account of various techniques for detection of single polymorphisms 
at the DNA level and their applications in animal genetics improvements.
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