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РЕФЕРАТ
Отчет 67 страниц, 13 рисунков, 14 таблиц, 34 источника, 2 приложения.
ПОЛИМОРФИЗМ, ПЦР-ПДРФ, МЯСНАЯ ПРОДУКТИВНОСТЬ, АНГУС, ГЕРЕФОРД
Объект исследований: животные герефордской и ангусской пород казахстанской селекции.
Цель работы. Для генов соматотропинового каскада (рецептор гормона роста (bGH), инсулиноподобный фактор роста-1 (bIGF) и соматотропин высвобождающий фактор (bGHR)) выявить полиморфные варианты и их парные сочетания, ассоциированные с повышенной мясной продуктивностью у животных герефордской и ангусской пород казахстанской селекции и разработать систему комплексного ДНК-маркирования потенциала мясной продуктивности на ранних этапах постнатального периода у этих пород. 
Для проведения исследования в качестве материала будут использоваться образцы ДНК, выделенной из крови животных герефордской и ангусской пород. Для определения генотипов используется метод ПЦР-ПДРФ (полимеразная цепная реакция-полиморфизм длин рестрикционных фрагментов). Статистическая обработка данных будет проводиться по стандартным методикам, с использованием программ «Microsoft Excel 2010» и «Statistica 6.0».
На этапе оптимизации методик ДНК-типирования животных, установлено, что оптимальным способом выделении ДНК является применение коммерческого набора «Pure Link Genomic DNA Kits». 
Оптимальными режимом ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bGH–AluI, позволяющим наработать чистый амплификат в количестве, достаточном для электроворетической детекции, является следующий: 95°С-10 мин, (94°С-30 сек, 61°С-50 сек, 72°С-30 сек) х 40 циклов, 72°С-10 мин. Установлено, что для оптимальной визуализации рестриционных фрагментов bGH–AluI плотность агарозного геля должна быть повышена до 3%.

Оптимальными режимом ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bGHR-SspI является следующий: 95°С-3 мин, (95°С-30 сек, 63°С-30 сек, 72°С-30 сек) х 30 циклов, 72°С-10 мин; 12°С-5 мин.

Протокол ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bGHR-SspI: 10х Taq Buffer KCL - 2 мкл; смесь dNTP (10 мМ) - 0,4 мкл; праймер F (10 pM) - 1 мкл; праймер R (10 pM) - 1 мкл; Taq DNA Polymerase 5U/μl - 0,3 мкл; MgCl2 25 mM - 2 мкл; деионизированная вода - 11,8 мкл; ДНК матрица - 1,5 мкл; общий объем - 20 мкл. Плотность агарозного геля должна быть повышена до 3%.

Оптимальными режимом ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bIGF-1-SnaBI является следующий: 95°С - 5 мин, (95°С - 30 сек, 62°С - 30 сек, 72°С – 30 сек) х 40 циклов, 72°С – 10 мин.
Протокол ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bIGF-1-SnaBI: 10х Taq Buffer KCL - 2 мкл; смесь dNTP (10 мМ) - 0,4 мкл; праймер F (10 pM) – 0,25 мкл; праймер R (10 pM) – 0,25 мкл; Taq DNA Polymerase 5U/μl - 0,3 мкл; MgCl2 25 mM - 2 мкл; деионизированная вода - 14,8 мкл; ДНК матрица - 1,5 мкл; общий объем - 20 мкл. Плотность агарозного геля должна быть повышена до 2%.
Внутрипородный анализ генетической структуры селекционного поголовья установил, что в популяции герефорд выборке наблюдается статистически значимое превышение частоты генотипа bGH-AluILL (54,04% наблюдаемая частота по сравнению с 46,73% теоретически рассчитанных по закону Харди-Вайнберга). Предположительно причиной наблюдаемого отклонения может являться ассоциация генотипа bGH-AluILL с хозяйственно-полезными признаками, что приводит в ходе искусственного отбора к преобладанию этого генотипа в популяции.

Задачи проекта: 

1. Разработка стратегии эксперимента и анализа результатов;

2. Формирование генетического банка образцов биологического материала;

3. Оптимизация методики ПЦР-ПДРФ для определения исследуемых полиморфизмов; 

4. Генотипирование животных по полиморфизмам генов соматотропинового каскада bGH (рецептор гормона роста), bIGF (инсулиноподобный фактор роста 1) и bGHR (соматотропин высвобождающий фактор);

5. Анализ генетической структуры исследуемых групп животных;

6. Анализ ассоциации каждого отдельного полиморфизма с признаками мясной продуктивности;

7. Выявить парные сочетания полиморфных генов соматотропинового каскада bGH (рецептор гормона роста), bIGF (инсулиноподобный фактор роста 1) и bGHR (соматотропин высвобождающий фактор), ассоциированных с признаками мясной продуктивности и позволяющих производить комплексную оценку генетического потенциала животных на ранних сроках постнатального развитияи т.д.

Целевыми потребителями полученных результатов будут организации, занимающиеся селекционно-племенной работой в животноводстве, научно-исследовательские институты.
Полученные данные комплексной оценки генетического потенциала ангусского и герефордского скота дадут возможность для раннего определения мясной продуктивности у животных, что будет способствовать меньшим затратам на откорм и содержание животных.
Опубликована 1 научная статья, входящая в базу Scopus, 2 научные статьи в журнале, рекомендованном Комитетом по контролю в сфере образования и науки Министерства образования и науки Республики Казахстан, 1 статья в материалах республиканской конференции (Приложение А).
БАЯНДАМА
Есеп 67 б., 13 сур., 14 кесте, 34 дереккөз, 2 қосымша
ПОЛИМОРФИЗМ, ПТР – РФҰП, ЕТТІ ӨНІМДІЛІК, АНГУС, ГЕРЕФОРД

Зерттеу нысаны: қазақстандық селекцияның асыл тұқымды  герефорд және ангус  жануарлары.

Жұмыс мақсаты. Қазақстандық селекцияның асыл тұқымды герефорд және ангус жануарларының ет өнімділігінің арттыруымен  ассоциаланған соматотропинді гендердің  каскады  (өсу гормонының рецепторы (bGH), инсулин тәрізді  өсу факторы -1 (bIGF) және соматотропин босатушы факторы (bGHR)) үшін полиморфты нұсқалары мен олардың қосақталған үндесуін табу және аталған тұқымдардың постнатальді кезенінің алғашқы сатыларында ет өнімділігінің потенциалын ДНҚ таңбалау кешенінің жүйесін дайындау
Зертеуді өткізу үшін материал ретінде герефорд және ангус тұқымды жануарлардың қанынан бөлініп алынған ДНҚ үлгілері қолданылады.  Жануарлардың генотипі ПТР-РФҰП (полимеразды тізбекті реакция-рестрикциялы фрагменттер ұзындығының полиморфизмі) әдістерінің көмегімен анықталады. Алынған мәліметтерді  статистикалық өндеу стандартты әдістермен  «Microsoft Excel 2010» мен «Statistica 6.0» бағдарламаларын қолдану арқылы жүзеге  асады.

Сандық жағынан таза амплификат жинау үшін жеткілікті электрофоретикалық ажыратуға bGH–AluI полиморфизмі бойынша ДНҚ-ны типтеуде ПТР-дің оңтайлы келесі тәртібі орнатылды: 95°С-10 мин, (94°С-30 сек, 61°С-50 сек, 72°С-30 сек) х 40 айналым, 72°С-10 мин. Белгіленген шектеудің оңтайлы визуализациясы үшін bGH - AluI фрагменттері агарозды гельдің тығыздығын 3% -ға дейін көбейту керек. 
bGHR-SspI полиморфизмінде ДНҚ жіктеу үшін оңтайлы ПТР режимі төмендегідей: 95°С-3 мин, (95°С-30 сек, 63°С-30 сек, 72°С-30 сек) х 30 айналым, 72°С-10 мин; 12°С-5 мин.

bGH - AluI және bGHR-SspI полиморфизмдері үшін Қ-ны жіктеу үшін ПТР хаттамасы: 10x Taq Buffer KCL - 2 мкл; dNTP қоспасы (10 мм) - 0,4 мкл; праймер F (10 мл) - 1 мкл; праймер R (10 pM) - 1 мкл; Taq ДНҚ полимеразы 5U / мкл - 0,3 мкл; MgCl2 25 мМ - 2 мкл; деионизацияланған су - 11,8 мкл; ДНҚ матрицасы - 1,5 мкл; жалпы көлемі - 20 мкл. Агарозды гельдің тығыздығы 3% дейін ұлғайтылуы керек.

bIGF-1-SnaBI полиморфизмінде ДНҚ жазу үшін оңтайлы ПТР режимі: 95°C - 5 мин, (95°C - 30 сек, 62°C - 30 сек, 72°C - 30 сек) x 40 айналым, 72 ° C - 10 мин.

bIGF-1-SnaBI полиморфизміне ДНҚ-ны жіктеу үшін ПТР хаттамасы: 10x Taq Buffer KCL - 2 мкл; dNTP қоспасы (10 мм) - 0,4 мкл; Primer F (10 pM) - 0,25 мкл; Праймер R (10 рМ) - 0,25 мкл; Taq ДНҚ полимеразы 5U / мкл - 0,3 мкл; MgCl2 25 мМ - 2 мкл; деионизацияланған су - 14,8 мкл; ДНҚ матрицасы - 1,5 мкл; жалпы көлемі - 20 мкл. Агарозды гель тығыздығын 2% -ға дейін көбейту керек.

Асыл тұқымды популяцияның генетикалық құрылымына талдау жасалды, герефорд тұқымының іріктемелі топтағы bGH-AluILL генотипінің жиілігінің статистикалық маңызды өсуі (Харди-Вайнберг заңына сәйкес 46,73% теориялық есептелген салыстырғанда 54,04% байқалды). Шамамен, бақыланатын ауытқу себептері bGH-AluI полиморфизмі бойынша LL генотипінің қауымдастығына жасанды іріктеу кезінде осы генотиптің басым болуына әкелетін шаруашылыққа пайдалы қасиеттермен байланыстырылуы мүмкін.
Жоба міндеттері: 

1. Нәтижелерді талдау мен эксперимент стратегияларын дайындау;
2. Биологиялық материалдың генетикалық қорының үлгілерін құрастыру;

3. Зерттелетін полиморфизмдерлі анықтау үшін ПТР- РФҰП әдістерін оңтайландыру; 

4. Соматотропинді каскад bGHR (өсу гормонының рецепторы), bIGF (инсулинді келістірілген өсу факторы 1) мен bGHR (соматотропин босататын факторы) арқылы полиморфизм гендері бойынша жануарларды генотипирлеу, 

5.Зерттелетін жануарлар тобының генетикалық құрлымын талдау;

6. Ет өнімділігінің қасиеттері бар полиморфизмнің әр түрінің ассоциациясын талдау;

7. Аталған тұқымдардың постнатальді кезенінің алғашқы сатыларында ет өнімділігінің потенциалын ДНҚ таңбалау кешенінің жүйесін дайындау ет өнімділігінің жоғарлауымен салыстыруда полиморфты нұсқалары мен олардың қосақталған үндесуін, сонымен қатар соматотропинді генінің каскады үшін (өсу гормонының рецепторы (bGH), инсулин тәрізді фактор өсуі -1 (bIGF) мен соматотропин босатушы факторын (bGHR)) табу.  
Алынған нәтижелерді ғылыми-зерттеу институттары, мал шаруашылығында асыл тұқымды селекциямен жұмыс жасайтын мекемелер  қолданады.

Ангус және герефорд жануарларының генетикалық потенциалын кешенді бағалауынан алынған мәліметтер жануарлардың етті өнімділігінің ерте анықталуына және  жануарларды ұстау мен  азықтандыруда аз шығын шығаруға мүмкіндік береді.
Scopus дерекқорында 1 ғылыми мақала, Қазақстан Республикасы Білім және ғылым министрлігі Білім және ғылым саласындағы бақылау Комитеті ұсынған журналында 2 ғылыми мақала және Республикалық конференция материалында 1 мақала жарияланды (Қосымша А).
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В настоящем отчете НИР применялись следующие термины с соответствующими определениями:

Агароза - это природный полисахарид со сложной структурой, получаемый из морских водорослей, и обладающий повышенной прозрачностью. Агароза широко применяется в областях генной инженерии, молекулярной биологии, генетики, медицины, сельского хозяйства и т.д. Используется для электрофоретического разделения фрагментов ДНК, РНК и белков.

Амплификатор - прибор, обеспечивающий периодическое охлаждение и нагревание пробирок, обычно с точностью не менее 0,1°C. Современные амплификаторы позволяют задавать сложные программы, в том числе с возможностью «горячего старта». 

ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота, макромолекула, обеспечивающая хранение, передачу из поколения в поколение и реализацию генетической программы развития и функционирования живых организмов. 

Денатурация ДНК - расплетение двойной спирали при температуре 93-95°С в течение 30-40 с. Одна из цепей (+) используется в качестве основной матрицы. У ее 5'-конца фиксируется фермент ДНК-полимераза, который обеспечивает построение из отдельных нуклеотидов второй цепи ДНК, комплементарной первой. 

Мутация точечная - тип мутации в ДНК или РНК, для которого характерна замена одного азотистого основания другим. Термин также применяется и в отношении парных замен нуклеотидов.

Отжиг - присоединение праймеров при температуре 50-65°С в течение 20-60 с.

Праймер - химически синтезированная олигонуклеотидная затравка для полимеразной цепной реакции, определяющая границы амплифицируемого участка ДНК-матрицы и комплементарная противоположным ее цепям.

Рестрикция (restriction) - процесс разрезания двухцепочечной молекулы ДНК специфическими ферментами - рестрикционными эндонуклеазами; феномен рестрикции открыт В. Арбером в 1962 г.

Экстракция ДНК - выделение ДНК из различных биологических источников с помощью специальных наборов (из спермы, из крови).  

Элонгация - достраивание цепей ДНК при температуре 70-72°С в течение 20-40 с. Комплементарное достраивание цепей ДНК идет в направлении от 5'-конца к 3'-концу цепи в противоположных направлениях, начиная с участков присоединения праймеров. Материалом для синтеза новых цепей ДНК служит вносимый дезоксирибонуклеотидфосфат.

Taq-полимераза - фермент, который катализирует синтез амплифициреумого фрагмента ДНК. Образовавшиеся в первом цикле синтеза новые ДНК служат исходным материалом для второго цикла, в котором происходит образование искомого специфического фрагмента ДНК (ампликона) и т.д.

ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете НИР применялись следующие обозначения и сокращения:
ДНК - дезоксирибонуклеииновая кислота;

ЖМ - живая масса;
НИЦ – научно-инновационый центр;

КГУ им. А.Байтурсынова – Костанайский государственный университет имени Ахмета Байтурсынова;
ПЦР – полимеразная цепная реакция; 

dATP, dGTP, dCTP, dTTP - дезоксирибонуклеозидтрифосфаты А, G, C, Т;

bGH - ген гормона роста;

bGHR - ген рецептора гормона роста;

bIGF-1 - ген инсулиноподобного фактора-1;

п.н. - пар нуклеотидов;

ТАЕ - буферный раствор, содержащий трис, уксусную кислоту и ЭДТА, широко используется при проведении гель-электрофореза (в качестве форезного буфера и компонента агарозного геля);

SNP - (англ. Single nucleotide polymorphism), однонуклеотидный полиморфизм - отличия последовательности ДНК размером в один нуклеотид (A, T, G или C) в геноме (или в другой сравниваемой последовательности) представителей одного вида или между гомологичными участками гомологичных хромосом индивида.

ВВЕДЕНИЕ
Животноводство Республики Казахстан является основной отраслью сельского хозяйства, перед которой стоят важные задачи – обеспечение населения продуктами питания, легкую промышленность сырьем. Для этого нужно не только улучшить условия кормления животных и технологию приготовления кормов, а также разработать и внедрить новые перспективные методы повышения продуктивности животных, привести их в соответствие с теми требованиями, которые предъявляют к ним новые типы животных, физиология которых обусловлена более высокой продуктивностью и приспособленностью к интенсивным условиям среды и эксплуатации [1-2].

В соответствии с вызовами современности для интенсивного развития мясной отрасли Казахстана, наряду с закупкой элитного поголовья высокопродуктивных пород возрастает потребность в разработке и овладении современными методами селекции, позволяющими быстро и эффективно, на основе закупаемого поголовья, сформировать высокопродуктивное стадо собственной селекции, адаптированное к местному инфекционному фону, климату, условиям содержания, кормления и разведения.

Такие быстрые и эффективные инструменты селекционерам Республики Казахстан дает маркер-сопутствующая селекция. 

Такие ДНК-технологии позволяют ускорить темпы селекции и сократить финансовые затраты при осуществлении классических селекционных мероприятий. MAS-селекция использует информацию о фенотипическом проявлении аллелей генов, отвечающих за количественные признаки (генов-кандидатов) и позволяет оценить генетический потенциал продуктивности животных на ранних этапах постнатального развития [3].
Известно, что гормон роста (GH) – соматотропин является важнейшим регулятором роста у млекопитающих. Синтез соматотропина и реализация его физиологических эффектов представляет собой цепь последовательных взаимодействий белок –  рецептор (соматотропиновый каскад). Важными звеньями этой цепи являются рецептор гормона роста (bGHR), передающий гуморальный сигнал соматотропина к клеткам-мишеням и инсулиноподобный фактор роста-1 (bIGF-1), запускающий внутриклеточные ответы на воздействие соматотропина [4]. 

Гены соматотропинового каскада полиморфны, у крупного рогатого скота выявлен широкий набор их аллелей, представляющих интерес для MAS-селекции в качестве генетических маркеров хозяйственно полезных признаков. Однако в ряде случаев опубликованные данные об ассоциации аллелей генов соматотропинового каскада с признаками продуктивности, полученные на разных породах, трудно сопоставимы и противоречат друг другу [5], а для значительной части выявленных аллелей такие исследования не проводились. 
Ранее авторским коллективом лаборатории молекулярно-генетических исследований КГУ имени А.Байтурсынова под руководством к.с-х.н. Бейшовой И.С. в рамках проекта государственного грантового финансирования № 0115РК01596 «Скрининг на носительство мутаций, детерминирующих развитие наследственных заболеваний и разработка генетических маркеров для выявления мясной продуктивности племенного крупного рогатого скота отечественной селекции» была изучена ассоциация полиморфных вариантов генов соматотропинового каскада (bPit-1, bGH, GHR, bIGF-1, обусловленных однонуклеотидными заменами последовательности ДНК и  отвечающих за темпы роста с признаками мясной продуктивности крупного рогатого скота казахской белоголовой и аулиекольской пород, установлена ассоциация полиморфных вариантов гена bIGF-1 с темпами роста у телят аулиекольской породы в возрасте 6-18 месяцев, и ассоциация полиморфизма гена bGHR с темпами роста телят казахской белоголовой породы в возрасте 9-18 месяцев. Данные полиморфизмы предложены в качестве генетических маркеров темпов роста у телят аулиекольской и казахской белоголовой пород [6-7]. 

Так как в настоящее время в рамках масштабных государственных программ проводится массовая закупка крупного рогатого скота породы герефорд и ангусс, то, в свете вышеизложенного, актуальным является исследование ассоциации аллелей генов соматотропинового каскада с признаками мясной продуктивности крупного рогатого этих пород. 

Целью данного проекта является выявление генотипов полиморфных генов соматотропинового каскада (соматотропин bGH, рецептор гормона роста bGHR, инсулиноподобный фактор роста-1 bIGF) и их парных сочетаний, ассоциированных с повышенной мясной продуктивностью у телят герефордской и ангусской пород казахстанской селекции и разработка системы комплексного ДНК-маркирования потенциала мясной продуктивности на ранних этапах постнатального периода у этих пород. 

Этап 2018 года включает следующие задачи (ПРИЛОЖЕНИЕ Б):

- разработка стратегии эксперимента и анализа результатов, отбор животных для проведения исследований в селекционных стадах, формирование рабочей базы данных;
- отбор биологического материала, выделение ДНК и проверка качества, регистрация образцов ДНК в электронной базе;
- оптимизация методики ПЦР-ПДРФ для определения полиморфизмов bGH – AluI, bGHR-SspI, bIGF-1-SnaBI;
- анализ генетической структуры селекционного поголовья герефордской породы: межпородный сравнительный анализ генетической структуры селекционного поголовья породы герефорд казахстанской селекции и пород отечественной селекции.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Полиморфные варианты генов соматотропинового каскада, как потенциальные генетические маркеры мясной продуктивности пород герефорд и ангусс, разводимых на территории Республики Казахстан
Согласно прогнозу экспертов Организации эконо​мического сотрудничества и развития, спрос на мясо в период с 2015 по 2025 годы – вырастет на 23%. 70% роста мирово​го спроса на мясо будет приходиться на азиат​ские государства. Учитывая такую тенденцию, наша республика должна занять определенную значимость среди мировых экспортеров мяса [2]. 

На современном этапе изменились требования, предъявляемые к мясному скоту: интенсивность и более продолжительная длительность роста, качество самого мяса, % выхода мяса при убое, высокие показатели мясной продуктивности. Такими свойствами обладают крупные высокорослые животные современных типов герефордской и ангусской пород.

1.1 Крупный рогатый скот пород герефорд и ангусс. История и перспективы разведения на территории Республики Казахстан
На сегодняшний день в 13 областях Казахстана насчитывается более 22 тыс. голов породы герефорд [8], а общее количество племенного скота породы ангусс, зарегистрированного в Республиканской палате «Ангус Казахстана», превышает 34 тыс. голов [9].

Порода герефорд очень распространена, ее разводят в США, Канаде, Австралии, Европе и странах СНГ. Герефорды обладают ценными качествами: быстрым хозяйственным и физиологическим созреванием, хорошими воспроизводительными способностями. Мясо герефордов обладает высокими вкусовыми и кулинарными качествами: нежное, сочное, высококалорийное, что связано с породной особенностью удерживать воду и наличием внутримышечного жира.

В настоящее время в Казахстане порядка пятидесяти хозяйств разводят крупный рогатый скот ангусской породы. Ценность ангусов заключается в высоких вкусовых характеристиках и, как следствие, таком же спросе на мраморное мясо. Эта порода практична, так как может использоваться для племенного разведения и промышленного производства говядины. Преимущества ангусов заложены на генном уровне: легкость отела, скороспелость, непревзойденное качество туши, молочность, плодовитость, неплохая адаптация. 

1.1.1 Крупный рогатый скот породы герефорд 

Происхождение. Герефордская порода коров родом из Великобритании, где в XVIII веке местные крестьяне решили улучшить рогатое племя. Название породе дало английское графство Херефордшир, на территории которого появился первый теленок герефордской породы. В XIX веке первых представителей герефордов вывезли в Канаду. А уже оттуда они попали в США, где в скором времени породу снова начали улучшать.

С того времени проведена большая работа по улучшению конституции и мышечной массы. Внешние данные этих животных отличаются крепким телосложением. Они прекрасно приспосабливаются к климату северных и экваториальных стран. Коровы герефордской породы живут в Австралии, Африке, Новой Зеландии, Южной и Северной Америке.

В Казахстан герефорды попали ещё до начала Второй мировой войны. Селекционеры Советского Союза скрещивали их со здешними коровами и получили в результате новую породу – Казахская белоголовая.

Характеристика породы. Герефорды выносливы в условиях любого пастбища. Им не страшны длительные перегоны. Массивные мускулистые животные внешне выглядят довольно грубыми и отличаются от собратьев других пород по следующим признакам:

- короткая шея и широкая крепкая голова белого цвета;

- белые рога с тёмными кончиками, направленные вперёд и в стороны;

- красно-коричневая масть;

- белые нос и губы, загривок и холка, шерсть на шее и животе, кисточка на хвосте;

- длинное приземистое тело с выпуклыми боками, покрытое толстой кожей;

- короткие устойчивые ноги;

- слабовыраженные молочные железы.

Рост взрослых герефордов обычно выше 130 сантиметров, грудь в обхвате 190-195 сантиметров у тёлочек и 210-215 сантиметров у бычков.

На сегодня коровы герефордской породы – самый распространённый в мире рогатый скот среди мясных пород. Это неудивительно, поскольку уход за ними не требует много усилий и времени. Растут они быстро, живут долго, а в еде неприхотливы. И вдобавок приносят хорошее потомство.

Продуктивность. Телята-герефорды рождаются с массой тела 27-36 кг, бычки соответственно крупнее тёлочек. Благодаря крепкой конституции, телятся коровы легко, и смертность новорожденных телят минимальна. При должном уходе и хорошем кормлении растут телята очень быстро, отличаются скороспелостью. 

Поскольку порода мясная, то и молока она даёт немного – около 200 кг. Зато убойный выход составляет порядка 60%, а иногда достигает и 70%. «Мраморное» мясо герефордов сочное и питательное, благодаря высокому содержанию калорий, волокна тонкие с равномерной жировой прослойкой. Мясные качества передаются новым поколениям рогатого скота, поэтому специалисты пользуются этими знаниями при скрещивании коровы герефордской породы с особями других пород.

Шкура герефордов используется в обувной промышленности для изготовления каркаса обуви, подошв и стелек. Кошельки, сумки и другие кожаные изделия также производятся с использованием шкуры этих животных.

Преимуществами породы являются высокая производительнось, прекрасная адаптируемость к условиям погоды и содержания; быстрый набор веса на пастбищах и кормовых площадках; устойчивость к заболеваниям; высокое качество мяса; спокойный покладистый характер [8].

1.1.2 Крупный рогатый скот породы ангусс
Происхождение. Абердин-ангусская порода КРС ведет свое начало от британского безрогого скота, который долгое время служил рабочей скотиной в северо-восточных графствах Шотландии Абердин и Ангус. Свое название животные получили в 1775 году, когда шотландские заводчики взялись за улучшение скороспелости и экстерьера, а также повышение убойного выхода и мясных качеств местного скота. Чуть менее сотни лет им хватило, чтобы вывести новый породистый скот, а в 1873 году его представителей стали экспортировать в Северную Америку.
Скороспелость животных сыграла доминирующую роль в их распространении по миру. На евразийском континенте породу разводят на родине и в странах СНГ. Она завоевала популярность у австралийских и новозеландских фермеров, прижилась в Аргентине, прекрасно чувствует себя в США и Канаде.

Характеристика абердин-ангусских животных. При скрещивании внутри породы и с особями других пород абердин-ангусские родители стабильно передают своему потомству по наследству узнаваемые комолость и черную масть. Налицо – мясной тип продуктивности:

- животные довольно компактны и достигают в холке всего 116-118 сантиметров;

- мелкая голова со слегка выдающимся лбом, коротенькой мордой и узким затылком;

- крупная короткая шея плавно переходит в мускулистые плечи;

- глубокая (около 67 сантиметров) и объемная (около 46 сантиметров) грудь;

- округлое обмускуленное тело покрыто мягким волосяным покровом. Имеет ровные холку и спину, прямые крестец и поясницу;

- короткие конечности;

- рыхлая тонкая кожа производит впечатление толстой из-за слоя подкожной клетчатки.

Поскольку абердин-ангусская порода коров отличается почти стремительной скороспелостью, животные быстро перестают расти и предрасположены к ожирению. Молочные признаки развиты плохо.

Характеристики продуктивности. Телята абердин-ангусской породы рождаются небольшими, масса их тела составляет 22-28 кг. Телочки при этом весят 22-25 кг, а бычки 25-28 кг. Растет молодняк буквально по часам и к шести месяцам на материнском молоке наедает до 180 кг. Когда телят лишают коровьего молока, они уже весят до 230 кг. Прибавляя в сутки по 1000 г, к трем годам они могут достичь от 430 кг до половины тонны веса.

Полновозрастные коровы достигают 500-550 кг, а живой вес быков – 750-950 кг. На откорме вес взрослого абердин-ангусского быка может доходить до 1000 кг. Хорошие зрелые буренки весят от 650 до 700 кг. С таких животных получается от 60 до 70% убойного выхода [9].

Костяк животных тонкий, поэтому туша после убоя содержит не более 17% костей. Тонковолокнистое, нежное, мраморное мясо наполнено незначительными жировыми слоями.

Телки этой породы созревают очень рано, их впервые осеменяют уже в 14-15-месячном возрасте. Отел проходит легко, и после родов их молоком питаются телята. Молочные продуктивные характеристики у абердин-ангусских коров составляют не выше 1700 кг.

Представители породы прекрасно приживаются в северном и умеренным климате, поэтому там их используют в производственных масштабах для скрещивания с животными молочных и мясо-молочных пород, чтобы повысить мясную ценность последних. Абердин-ангусский скот допущен селекционерами к выведению его новых типов – заволжского и волгоградского.

Преимущества породы. Они не испытывают потребностей в особом уходе, связанном с погодными условиями, потому что прекрасно акклиматизируются как в северных зонах, так и жарком южном климате.

Преимущества породы:

- сильный материнский инстинкт;
- легкость отела;
- скороспелость, высокий среднесуточный привес;
- качество туши, отличная мраморность мяса;
- хорошая адаптация к условиям содержания как в жару, так и в морозы;
- универсальность;
- предсказуемость породы, при скрещивании хорошо передает свои хозяйственно-полезные признаки;
- прибыльность, низкие затраты корма на единицу продукции.

1.2 Гены соматотропинового каскада, как потенциальные генетические маркеры повышенной мясной продуктивности крупного рогатого скота
Оценка животных по генетическим маркерам является более эффективной, если в неё включены гены одного физиологического пути, так как в таком случае экспрессия одного гена влияет на экспрессию всех остальных. Следовательно, при анализе комплексного влияния полиморфизмов на исследуемые признаки, обнаруживаются парные сочетания с потенцирующим действием [10-11].

Большой интерес для повышения мясной продуктивности крупного рогатого скота представляют гены соматотропинового каскада, белковые продукты которых являются ключевыми звеньями одной гуморальной цепи, участвующей как в процессе лактации, так и в процессах роста и развития млекопитающих (bGH, bGHR, bIGF-1) [12]. Следовательно, изучение полиморфизмов этих генов является перспективным с точки зрения поиска маркеров, ассоциированных с признаками и молочной, и мясной продуктивности у крупного рогатого скота. 

Известно, что гормон роста и целый ряд других белков (прямо или косвенно необходимых для его функционирования) обеспечивают разнообразные молекулярные и клеточные эффекты, приводящие, в конечном счёте, к развитию и росту организма. Эти белки составляют своеобразную ось («axis») или систему, которая запускает и контролирует совокупность метаболических процессов, ведущих к росту и связанных с клеточной дифференцировкой.  

Функционирование системы гормона роста представляется в виде целого ряда последовательных молекулярных процессов, в которых принимают участие десятки других пептидов. Компоненты этой системы участвуют в запуске секреции гормона роста, его транспорте в кровотоке, в передаче гормонального сигнала в клетке – мишени (внутриклеточный сигналинг) и, наконец, в целенаправленных изменениях генной экспрессии в клетках – мишенях [13]. В целом, в системе гормона роста выделяют две ветви – «основную» и «боковую» или «дополнительную», а также три специальных регуляторных звена, обусловленных действием: (1) соматолиберина (гипоталамический релизинг-фактор гормона роста или соматокрин, GHRH); (2) соматостатина (SST, SRIF); (3) грелина («ghrelin», GHRL). Каждое из этих регуляторных звеньев представляет собой целую цепь молекулярных событий, влияющих на секрецию гормона роста. Центральной фигурой в системе ГР/ИФР, естественно, считают сам гормон роста, который продуцируют высокодифференцированные соматотрофные клетки гипофиза. Синтез ГР обеспечивает ген bGH. Регуляция синтеза гормона роста представляет собой многоуровневый каскад взаимодействий белок-рецептор, тесно связанных между собой. Нарушение, и, тем более, выпадение любого звена влечет за собой изменения в работе соматотропиновой оси, которые могут привести как к различиям в фенотипических проявлениях количественных признаков продуктивности у сельскохозяйственных животных, так и к заболеваниям, развивающимся на разных этапах онтогенеза.

2 Материалы и методы исследований
Молекулярно-генетические исследования, а также обработка полученных результатов, проводились на базе отдела молекулярно-генетических исследований испытательной лаборатории производства продуктов питания НИЦ КГУ имени А. Байтурсынова. 

Исследовании проводились на 200 головах крупного рогатого скота абердин-ангусской породы (ТОО «Север-Агро Н») и 200 головах герефордской породы (ТОО «Арыстан ПК»). 

2.1 Отбор и подготовка проб для анализа
Взятие биологических образцов животных проводилось сотрудниками проекта. При отборе и подготовке проб для анализа соблюдались меры, предупреждающие загрязнение образцов. Все последующие этапы проводились с использованием одноразовых расходных материалов: пробирок, перчаток, наконечников с фильтром – аэрозольным барьером – для предотвращения попадания микрокапель раствора в пипетку.  
Материалом для исследования служила цельная кровь, взятая в стерильные вакуумные пробирки из яремной вены животного в объеме 5 мл в чистые подписанные пробирки с добавлением антикоагулята ЭДТА2. В процессе взятия каждую пробу подписывали индивидуальным номером и данные о животном записывались в акт взятия проб. Далее образцы крови доставляли в лабораторию.  
2.2 Выделение ДНК из исследуемых образцов крови животных
Выбор метода выделения ядерной ДНК определяется в зависимости от исходного материала, а также цели исследования и необходимого времени хранения выделенной ДНК. Для получения наиболее чистой с высокой концентрацией ДНК использовали метод солевой экстракции [14], методика выделения с сорбентом [15], при помощи коммерческого набора «Pure Link Genomic DNA Kits» (производитель Thermo Fisher Scientific, США).
Процедура выделения ДНК включает в себя следующие этапы:

- гомогенизация анализированного образца;
- инкубирование с соответствующими буферами;
- отделение раствора ДНК от примесей;
- осаждение ДНК из раствора;
- отмывка и растворение ДНК в буфере.

Наиболее оптимальным методом выделения ДНК был выбран метод выделения ДНК при помощи коммерческого набора «Pure Link Genomic DNA Kits» согласно инструкции производителя.
Состав набора:

- колонки PureLink® Spin Column;

- сборные трубки;

- пробирки 1.5 мл;

- протеиназа К;

- РНКаза A;

- лизирующий раствор;

- промывочный буфер 1;

- промывочный буфер 2;

- элюирующий раствор.

2.3 Измерение концентрации ДНК
Для определения концентрации полученной ДНК в растворе использовали спектрофотометрический метод. Для этих целей использовали прибор Dynamica HaloDNAMaster (рисунок 1).
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Рисунок 1 - Cпектрофотометр Dynamica Halo DNAmaster

2.4 Анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов продуктов полимеразной цепной реакции (ПЦР-ПДРФ)
2.4.1 Полимеразная цепная реакция
Полимеразная цепная реакция - метод молекулярной биологии, позволяющий добиться значительного увеличения малых концентраций определённых фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК) в биологическом материале (пробе) [16]. Метод ПЦР основан на многократном избирательном копировании (амплификации) определённого участка ДНК при помощи ферментов в искусственных условиях (in vitro). При этом происходит копирование только того участка, который удовлетворяет заданным условиям, и только в том случае, если он присутствует в исследуемом образце. В отличие от амплификации ДНК в живых организмах, с помощью ПЦР амплифицируются относительно короткие участки ДНК [17].
Для выполнения нескольких параллельных реакций готовили реакционную смесь, содержащий воду, буфер с MgCl2, полимераза, дезоксинуклеозидтрифосфаты и праймеры в одной пробирке, который затем аликвотируется по индивидуальным пробиркам. Затем добавляется раствор, содержащий ДНК-матрицу [17].

Праймеры для проведения ПЦР были синтезированы американской компанией «Applied Biosystems» и были предоставлены в лиофилизированной форме в количестве 80 nmol. В пробирку «Eppendorf», где находились синтезированные праймеры в количестве 80 nmol добавляли 800 мкл деионизованной воды, после встряхивали на вортексе несколько секунд для растворения праймера. Затем готовили аликвоты объемом 50 мкл, одну из аликвот разбавляли деионизованной водой в четыре раза (т.е. к 50 мкл добавили 150 мкл деионизованной воды). Рабочая концентрация праймеров составляла 25 мкМ. Аликвоты праймеров, концентрацией 100 мкМ хранили при -20°С. Готовые праймеры рабочей концентрации допускается хранить при температуре +4°С в течение месяца.  

dNTP смесь для амплификации были приобретены в компании Thermo Scientific в виде готового 10 мМ раствора в количестве 1,0 мл. 

Состав реакционной смеси для исследуемых полиморфных локусов генов соматотропинового каскада отражен в таблице 1.
Таблица 1 - Состав реакционной смеси для исследуемых полиморфных локусов генов соматотропинового каскада

	Компоненты
	Объем, мкл

	
	bGH и bGHR
	bIGF

	10х Taq Buffer KCL
	2
	2

	Смесь dNTP (10 мМ)
	0,4
	0,4

	Праймер 1  (10  pM)
	1
	0,25

	Праймер 2 (10 pM)
	1
	0,25

	Taq DNA Polymerase 5U/μl
	0,3
	0,3

	MgCl2 25 mM
	2
	2

	Деионизированная вода
	11,8
	14,8

	ДНК матрица
	1,5
	1,5

	Общий объем
	20
	20


Последовательности праймеров и условия ПЦР для анализа каждого полиморфизма приведены в таблице 2.
Таблица 2 – Индивидуальные характеристики условий ПЦР для исследуемых полиморфных локусов генов соматотропинового каскада

	Полиморфизм
	Условия амплификации
	Последовательности праймеров

	bGH-AluI
	95°С – 10 мин; (94°С – 30 cек; 61°С – 50 cек; 72°С – 30 cек) х 40 циклов; 72°С – 10 мин
	AluI –F: 5′-ccgtgtctatgagaagc-3′

	
	
	AluI-R: 5′'-gttcttgagcagcgcgt-3′

	bGHR-SspI
	95°С – 3 мин; (95°С – 30 cек; 63°С – 30 cек; 72°С – 30 cек) х 30 циклов; 72°С – 10 мин; 12°С – 5 мин
	SspI-F: 5′- aatacttgggctagcagtgacaatat-3′

	
	
	SspI-R: 5′-acgtttcactgggttgatga-3′

	bIGF-1-SnaBI
	95°С – 5 мин; (95°С – 30 cек; 62°С – 30 cек; 72°С – 30 cек) х 40 циклов; 72°С – 10 мин
	SnaBI-F:5′- attacaaagctgcctgcccc -3′

	
	
	SnaBI-R: 5′- accttacccgtatgaaaggaatatacgt-3′


Полимеразную цепную реакцию генов проводили в амплификаторе ProFlex PCR System, «Applited Biosystems». Отжиг праймеров проводили с различным градиентом температур и временем проведения анализа.
2.4.2 Детекция продуктов реакции амплификации

Детекцию ПЦР-продуктов проводили в 2%-ом агарозном геле в течении 1 часа и 3%-ом агарозном геле в течении 2 часов при 110V. Результат анализа детектировали при помощи гельдокументирующей системы Quantum 1100 (производитель Vilber Lourmat (США)).
2.5 Полиморфизм длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ)
2.5.1 Анализ полиморфизма нуклеотидной последовательности bGH в экзоне 5
Анализ полиморфизма нуклеотидной последовательности гена bGH в экзоне 5 проводится с помощью рестриктазы AluI. Полиморфизм обусловлен транзицией C→G, приводящей к замене аминокислоты лейцин на валин в последовательности белка. Сайтом узнавания для рестриктазы AluI является последовательность АG↓CТ. Распознаваемый ферментом аллель содержит нуклеотид С и обозначен как bGH-AluIL. В случае присутствия G нуклеотида сайт рестрикции исчезает, такой аллель обозначен как bGH-AluIV (рисунок 2). 
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дорожка 1 - амплификат 428 п.н. фрагмента гена bGH-AluI; дорожка 2 – фрагменты рестрикции 265, 96, 51 (16 п.н. не визуализируются), соответствующие генотипу bGH-AluILL; дорожка 3 – фрагменты рестрикции 265, 147, 96, 51 п.н., соответствующие генотипу bGH-AluILV; дорожка 4 – фрагменты рестрикции 265 и 147 п.н., соответствующие генотипу bGH-AluIVV; дорожка 5 – маркер молекулярных масс O’Range Ruler TM DNA Ladder, Fermentas, Литва. Электрофорез проводили в 2 % агарозном геле (SeaKem LE Agarose, Lonza, США)

Рисунок 2 — Электрофореграмма ДНК-типирования полиморфизма bGH-AluI [18]
Длина амплифицируемого фрагмента гена bGH составляет 428 п.н. Длина фрагментов после рестрикции составляет 265, 147, 96, 51 и 16 п.н. На электрофореграмме могут быть видны варианты полос определенной длины, характерные для генотипов 265, 96, 51 (16 п.н. не визуализируются), соответствующие генотипу bGH-AluILL; 265 и 147 п.н., соответствующие генотипу bGH-AluIVV; три полосы 208, 172 и 35 п.н. (генотип bGH-AluILV). Фрагмент рестрикции 35 п.н. на агарозном геле не визуализируется. 

2.5.2 Анализ полиморфизма нуклеотидной последовательности bGHR в экзоне 8
Анализ полиморфизма нуклеотидной последовательности гена bGHR в экзоне 8 проводился с помощью рестриктазы SspI. Рестриктаза SspI распознает Т→А транзицию в экзоне 8. Данная SNP вызывает подстановку полярного, хотя и незаряженного остатка тирозина вместо нейтрального фенилаланина в положении 279 белка. Сайтом узнавания для рестриктазы является последовательность ААТ↓АТТ. Разрезаемый ферментом амплификат содержит нуклеотид Т соответствующий аллелю bGHR-SspIF. В случае присутствия A-нуклеотида сайт рестрикции исчезает, такой аллель обозначен как bGHR-SspIY. Длина амплифицируемого фрагмента гена bGHR составляет 182 п.н. Длина фрагментов после рестрикции 158 и 24   п.н. На электрофореграмме могут быть видны варианты полос определенной длины, характерные для генотипов: одна полоса 182 п.н. (генотип bGHR-SspIYY), две полосы 158 и 24 п.н. (генотип bGHR-SspIFF); три полосы – 182, 158 и 24 п.н. (генотип bGHR-SspIFY). Фрагмент 24 п.н. на агарозном геле не визуализируется (рисунок 3). 
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дорожка 1 – ПЦР-продукт 182 п.н. фрагмента гена bGHR-SspI; дорожки 2, 3, 4 – фрагмент рестрикции 158 п.н., соответствующий генотипу bGHR-SspIFF; дорожка 5 – фрагмент рестрикции 182 п.н., соответствующий генотипу bGHR-SspIYY; дорожка 6 – фрагменты рестрикции 182 и 158 п.н., соответствующие генотипу bGHR-SspIFY. Фрагмент 24 п.н. не визуализируется. Использован маркер молекулярных масс O’Range Ruler TM 50 bp DNA Ladder, Fermentas, Литва. Положение на геле специфических полос показано стрелками. Электрофорез проводили в 2 % агарозном геле (SeaKem LE Agarose, Lonza, США)

Рисунок 3 – Электрофореграмма ДНК-типирования полиморфизма bGHR-SspI [19]
2.5.3 Анализ полиморфизма нуклеотидной последовательности bIGF-1 в области Р1 промоторного региона
Полиморфизм нуклеотидной последовательности гена инсулиноподобного фактора роста-1 bIGF-1 в области Р1 промоторного региона идентифицирован как Т→С трансверсия. Эта замена распознается рестриктазой SnaBI. Было выявлено два аллеля: аллель bIGF-1-SnaBIА (с нуклеотидом Т), разрезаемый ферментом, и аллель bIGF-1-SnaBIВ с нуклеотидом С, характеризующийся отсутствием сайта рестрикции [20]. Амплифицируется фрагмент гена bIGF-1 длиной 249 п.н. Длина фрагментов после рестрикции составляет 223 и 26 п.н. На электрофореграмме могут быть видны варианты полос определенной длины, характерные для генотипов: одна полоса 249 п.н. (генотип bIGF-1-SnaBIВВ); две полосы 223 и 26 п.н. (генотип bIGF-1-SnaBIАA); три полосы 249, 223 и 26 п.н. (генотип bIGF-1-SnaBIАB). Фрагмент 26 п.н. на агарозном геле не визуализируется (рисунок 4).
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дорожка 1 – маркер молекулярных масс O’Range Ruler TM 50 bp DNA Ladder, Fermentas, Литва; дорожка 2 – ПЦР-продукт 249 п.н. фрагмента гена bIGF-1-SnaBI; дорожки 3, 4 – фрагменты рестрикции 249 и 223 п.н., соответствующие генотипу bIGF-1-SnaBIАВ; дорожка 5, 6 – фрагмент рестрикции 223 п.н., соответствующий генотипу bIGF-1-SnaBIАА; дорожка 7 – фрагмент рестрикции 249 п.н., соответствующийгенотипу bIGF-1-SnaBIВВ. Фрагмент 26 п.н. не визуализируется. Положение на геле специфических полос показано стрелками. Электрофорез проводили в 2% агарозном геле (SeaKem LE Agarose, Lonza, США)

Рисунок 4 – Электрофореграмма ДНК-типирования полиморфизма bIGF-1-SnaBI [21]
Генотип животных по исследуемым генам заносится в общую базу данных.

2.6 Статистическая обработка данных
Исследование генетической структуры анализируемых популяций аулиекольского и казахского белоголового скота включает сравнение выборок по распределению частот аллельных вариантов генов соматотропинового каскада, а также оценку соответствия распределения частот генотипов теоретически ожидаемому в соответствии с законом Харди-Вайнберга. 

Частоты генотипов определяются методом прямого подсчета

Относительные частоты аллелей исследуемых генов по формуле 1:

Q(A)=(2N1+N2)/2n                                              
(1)

где N1 − число гомозигот по исследуемому аллелю;

N2 − число гетерозигот;

n − объем выборки [22].
Статистическую ошибку относительных частот аллелей вычисляют по формуле 2:

  SQ=√(Q(1- Q)/2n)                 



 (2)

где Q − относительная частота исследуемого аллеля;

n − объем выборки [23]      

Cравнение выборок по распределению частот аллельных вариантов исследуемых генов проводят с помощью критерия χ2, формула 3. Число степеней свободы =1:

χ2=∑(Но-Не)/Не                               



(3)
где, Но − наблюдаемые частоты аллелей                                       

Не − ожидаемые частоты аллелей [23]      

В случае, если ожидаемые значения численности хотя бы в одном из классов оказывается меньше пяти, то расчет χ2 осуществлялся с поправкой Йетса, формула 4:

 χ2=∑((Но-Не)-0,5)2/ Не                                        


(4)

Соответствие фактического распределения генотипов теоретически ожидаемому в соответствии с законом Харди-Вайнберга оценивается с помощью критерия χ2, формула 5. Число степеней свободы равняется 1 (число генотипов минус число аллелей).

   χ2=∑(Но-Не)2/ Не                                               


(5)
где, Но − наблюдаемые частоты генотипов

Не − ожидаемые частоты генотипов:

АА=p2;
AB=2pq;

BB=q2 [23]      
В случае, если ожидаемые значения численности хотя бы в одном из классов оказывается меньше пяти, то расчет χ2 осуществляется с поправкой Йетса:

 χ2=∑(Но-Не)-0,5)2/ Не                                                   


(6)

Допустимое значение χ2 для одной степени свободы и 5%-ного уровня значимости составляет 3,84 [23].
3 Результаты и обсуждение
3.1 Разработка стратегии эксперимента. Отбор животных для исследований в селекционных стадах. Рабочая база данных
В то время, как традиционная селекция для получения животных с желательными признаками пользуется данными фенотипа (такой селекционный процесс занимает значительный промежуток времени, особенно для животных с длительным генерационным периодом, таких как крупный рогатый скот), маркер-сопутствующая селекция сочетает информацию о маркерных точках генотипа, связанных с участками генома, отвечающими за развитие количественных признаков, с данными об их реализации в фенотипе. Это позволяет значительно повысить скорость, точность и эффективность традиционной селекции за счет отбора животных на ранних сроках постнатального развития с учетом их генетического потенциала.
Поиск генетических маркеров широко ведется среди однонуклеотидных полиморфизмов − генных мутаций, обусловленных выпадением, добавкой или заменой одного нуклеотида (SNP − single nucleotide polymorphism). Маркерные SNP могут быть локализованы в пределах генов количественных признаков (генов-кандидатов) и обуславливать возникновение их аллелей с различными фенотипическими эффектами либо находиться на значительном удалении от них, но характеризоваться стабильным наследованием. 

Маркерные SNP, расположенные в пределах гена-кандидата, могут оказывать различный фенотипический эффект в зависимости от локализации и характера мутации. Наибольшим эффектом обладают мутации, возникающие в областях экзонов, кодирующих аминокислотную последовательность белка, и приводящие к изменению его первичной структуры. В большинстве случаев мутации, приводящие к изменению в структуре белка или влияющие на интенсивность его экспрессии, фенотипически проявляются в виде различных патологий. В некоторых случаях измененный белок оказывается более эффективным, так как интенсифицирует обмен веществ и предоставляет его обладателю эволюционные преимущества, в случае, если это дикий вид, и селекционные преимущества, если это искусственно разводимый сорт или порода. Однонуклеотидные замены, возникающие в периферических зонах, могут затрагивать последовательности регуляторных элементов гена и таким образом изменять эффективность его экспрессии. Мутации, возникающие в областях интронов – участков, вырезаемых в ходе посттрансляционных модификаций, чаще являются молчащими. Однако в тех случаях, когда интроны содержат регуляторные области, а также области альтернативного сплайсинга, нуклеотидные последовательности, находящиеся внутри интронов, участвуют в активации или репрессии работы гена, либо в посттрансляционных модификациях белка. В таком случае изменения нуклеотидной последовательности этих районов могут производить значительный фенотипический эффект. 

Мутации, приводящие к возникновению аллелей генов, участвующих в формировании количественных признаков, используются для поиска прямых ассоциаций с признаками продуктивности сельскохозяйственных животных. 

Известно, что гормон роста наряду с другими участниками  соматотропинового каскада запускает во всех клетках организма серии метаболических процессов отвечающих за рост и развитие [24-29]. 

Очевидно, что работа соматотропинового каскада представляет собой систему сложных взаимодействий «белок-рецептор», участвующих не только в регуляции ростовых процессов организма, но и лактации. Это еще раз подтверждает предположение о том, что любой из генов соматотропинового каскада может рассматриваться в роли гена-кандидата, обладающего мощным потенциалом влияния на мясную продуктивность крупного рогатого скота. 

Учитывая несомненную роль гормона роста в контроле процессов роста и лактации, можно отметить, что исследования аллелей гена соматотропина как гена-кандидата для маркер-сопутствующей селекции имеют значительные перспективы. 
C учетом вышеизложенного, в качестве потенциального маркера мясной продуктивности исследуемого погловья мы выбрали AluI-полиморфизм гена гормона роста так как данная мутация, во-первых, обуславливает аминокислотную замену в структуре белка и доступна для массового скрининга, во-вторых, интерес представляет его фенотипический эффект в комплексе другими ключевыми генами соматотропинового каскада. В-третьих, информация об его ассоциации с признаками мясной продуктивности у представителей разных пород в некоторых случаях противоречива. 

Среди полиморфизмов гена рецептора гормона роста для нашего исследования мы выбрали полиморфизм нуклеотидной последовательности, обусловленный транзицией Т→А в 13 экзоне, приводящей к замене фенилаланина на тирозин. Во-первых, данная мутация приводит к аминокислотной замене в последовательности белка и, следовательно, может обладать значительным потенциалом фенотипического эффекта на признаки мясной продуктивности, во-вторых, из всех перечисленных выше, она локализована в трансмембранном домене, играющем центральную роль в передаче гуморального сигнала гормона роста клеткам – мишеням. В-третьих, данный полиморфизм определяется с помощью метода ПЦР-ПДРФ, что делает ее доступной для массового скрининга и, следовательно, подходящей для ДНК-типирования в качестве генетического маркера.

Из известных полиморфизмов гена инсулиноподобного фактора роста для нашего исследования наибольший интерес представляет полиморфизм bIGF-1-SnaBI, который локализован в области Р 1 промотора и, вероятнее всего оказывает влияние на особенности экспрессии белка инсулиноподобного фактора роста 1 на всех стадиях развития. 
При поступлении в лабораторию каждый образец регистрировался в электронной базе. Ему присваивается уникальный внутрилабораторный идентификационнный номер, что позволяет в дальнейшем идентифицировать работу с данным образцом на каждом этапе анализа. В рабочую базу данных также вносились регистрационные и бонитировочные данные каждого животного, участвующего в исследовании. Бонитировочные данные были предоставлены хозяйствами, в которых отбирался биоматериал для исследования.
Для постановки ДНК-типирования была проведена оптимизация процесса выделения ДНК.

В частности, было проведено сравнение стоимости, скорости и безопастности процесса, а также качество получаемой ДНК при выделении солевым, сорбентным способами, а также выделение ДНК с использованием коммерческого набора «PureLink Genomic DNA Kits».

Процедура выделения ДНК должна была отвечать следующим требованиям: 

- наименьшее число операций; 

- наименьшая стоимость;

- достаточной количество ДНК;

- качество ДНК, позволяющее длительное хранение.

3.2 Оптипмизация методики ДНК-типирования образцов животных методом ПЦР-ПДРФ по полиморфизмам bGH-AluI, bGHR-SspI и bIGF-1-SnaBI
3.2.1 Оптимизация выделения ДНК в условиях скринингового анализа
Для оптимизации процесса ДНК-типирования животных было проведено выделение ДНК 3-мя способами, указанные в разделе материалы и методы.

3.2.1.1 Оптимизация выделения ДНК из крови с сорбентом
Результаты выделения ДНК приведены на рисунке 5.
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Рисунок 5 - ДНК, выделенная с помощью сорбента (нанесение 2 мкл на образец, в 1% агарозном геле)
Можно отметить, что выделение на сорбент при большей длительности процедуры, лает более выровненный по концентрации продукт, удовлетворительной чистоты. Такие образцы не обязательно подвергать дополнительному разведению перед постановкой ПЦР.

3.2.1.2 Выделение ДНК с использованием коммерческого набора «Pure Link Genomic DNA Kits»
Выделение ДНК проводилось по протоколу компании-производителя, приведенному в разделе материалы и методы (рисунок 6). 
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Рисунок 6 - ДНК, выделенная с помощью коммерческого набора «Pure Link Genomic DNA Kits» (нанесение 2 мкл на образец, в 1% агарозном геле)
Полученные образцы характеризуется меньшим содержанием ДНК по сравнению с солевым и сорбентным способами выделения. Тем не менее, выделенной ДНК достаточно для проведения всех необходимых видов генотипирования, она чистая и выровненная по концентрации процедура выделения простая и быстрая.

3.2.1.3 Оптимизация выделения ДНК из крови методом солевой экстракции 

Выделение ДНК из образцов солевым методом, проводилось из одновременно взятых проб биологического материала в сответствиии с протоколом, описанным в разделе материалы и методы (рисунок 7).
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Рисунок 7 - ДНК, выделенная с помощью солевой экстракции (нанесение 2 мкл на образец, в 1% агарозном геле)
Полученная ДНК характеризовалась достаточно высокой концентрацией, однако при одинаковом объеме взятого биоматериала содержание ДНК в образцах было разным, что требует проведения дополнительного этапа выравнивания концентраций ДНК при постановке больших партий ПЦР рисунок 7, а в некоторых случаях дополнительной очистки – рисунок 7 дорожки 8, 11.
Таким образом, на этапе отработки методик ДНК-типирования животных, нами выбран оптимальный способ для выделения ДНК из образцов крови. В частности, установлено, что при выделении ДНК из образцов крови с помощью коммерческого набора «Pure Link Genomic DNA Kits» выделяемая ДНК стандартизирована по концентрации во всех образцах и не требует дополнительный манипуляций по разведению и очистке.

3.2.2 Оптимизация методики ПЦР-ПДРФ
3.2.2.1 Оптимизация методики ПЦР-ПДРФ для определения полиморфизма bGH–AluI
Первым этапом оптимизации ПЦР-ПДРФ для полиморфизма bGH–AluI был подбор оптимальных условий отжига праймеров на оборудовании отдела молекулярно-генетических исследований испытательной лаборатории производства продуктов питания НИЦ КГУ имени А. Байтурсынова.

Целью данного этапа является наработка чистого ПЦР-продукта в количестве, достаточном для дальнейшей раестрикции и детекции генотипов методом горизонтального гель-электрофореза.

Для этого сначала ставится ПЦР с градиентом температур отжига. В нашем случае, с учетом длинны, состава праймеров градиент температур находился в интервале 57-66°С. И включал температуры 57, 59, 61, 63, 65 и 67°С. Режим амплификации стандартный с удлиненной фазой отжига до 60 сек: 95°С - 10 мин, (94°С - 30 сек, 57-67°С - 60 сек, 72°С - 30 сек) х 40 (рисунок 8). 
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Рисунок 8 - Градиентная ПЦР для подбора оптимальной температуры отжига праймеров по полиморфному участку bGH–AluI
Протокол ПЦР: 10х Taq Buffer KCL - 2 мкл, смесь dNTP (10 мМ) – 0,4 мкл, праймер F (10 pM) - 1 мкл, праймер R (10 pM) - 1 мкл, Taq DNA Polymerase 5U/μ l – 0,3 мкл, MgCl2 25 mM - 2,0 мкл, деионизированная вода – 11,2 мкл, ДНК матрица – 1,5 мкл, общий объем смеси - 20 мкл.

В результате при температуре отжига 61°С был получен чистый амплификат, на нужной длинне фрагмента, однако в небольшом количестве. Эта проблема была решена увеличением количества циклов с 30 до 40.

Повышенный выход целевого продукта позволяет проводить рестрикцию в небольшом объеме реакционной смеси и визуализировать генотипы с помощью горизонтального электрофореза в 2%-м агарозном геле (рисунок 9).
Как видно на рисунке, при данных условиях электрофореза достаточно четко визуализируются плосы, позволяющие идентифицировать генотип. В частности, на дорожке, обозначенной А - полоса длинной 428 п.н., амплификат (нанесение 5 мкл). На дорожках, обозначенных LL - фрагменты рестрикции 265, 96, 51 (16 п.н. не визуализируются), соответствующие генотипу bGH-AluILL; дорожки LV – фрагменты рестрикции 265, 147, 96, 51 п.н., соответствующие генотипу bGH-AluILV; дорожка VV – фрагменты рестрикции 265 и 147 п.н., соответствующие генотипу bGH-AluIVV.
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Рисунок 9 - Визуализация полиморфизма длин рестрикционных фрагментов AluI полиморфного участка гена соматотропина
Для дальнейшего массового анализа агарозный гель делали 3%. Это позволило сделать более четкое разделение фрагментов.

3.2.2.2 Оптимизация методики ПЦР-ПДРФ для полиморфизма bGHR-SspI

Оптимизация ПЦР методики ПЦР-ПДРФ для полиморфизма bGHR-SspI проводилась с целью увеличения выхода целевого продукта и и уменьшения количества неспецифических фрагментов.

Для этого было уменьшено количество праймеров, вносимых в реакционную смесь и поставлена ПЦР с градиентом температур отжига праймеров в интервале 59-69°С. 

Таким образом, протокол ПЦР был следующим: 10х Taq Buffer KCL - 2 мкл, смесь dNTP (10 мМ) – 0,4 мкл, праймер F (10 pM) - 1 мкл, праймер R (10 pM) - 1 мкл, Taq DNA Polymerase 5U/μ l – 0,3 мкл, MgCl2 25 mM - 2,0 мкл, деионизированная вода – 11,2 мкл, ДНК матрица – 1,5 мкл, общий объем смеси - 20 мкл.
Так как целевой фрагмент достаточно небольшой, то интервал температур для градиентной ПЦР был смещен в сторону увеличения температур для предотвращения посадки праймеров на неспецифичные участки и синтеза неспецифических фрагментов.  Режим амплификации стандартный: 95°С-3 мин, (94°С-30 сек, 59-69°С-30 сек, 72°С-30 сек) х 30 циклов, 72°С -10 мин, 12°С-5 мин (рисунок 10). 
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Рисунок 10 - Градиентная ПЦР для подбора оптимальной температуры отжига праймеров по полиморфному участку bGHR-SspI (объем нанесения амплификата 5 мкл)
Как видно на рисунке, оптимальной температурой отжига является 63°С. Уменьшение количества праймеров снизило количество неспецифической ДНК. В дальнейшем для рестрикции брали 10 мкл амплификата. Рестрикцию проводили по протоколу фирмы-производителя.

Так как визуализируемы фрагменты ДНК, образующиеся после рестрикции (182 и 158 п.н.)  имеют небольшую разницу в длине, то гель для разгонки брали 3%.  

Достаточно высокая концентрация ДНК в образце и 3% плотность агарозного геля позволяет установить все три генотипа, несмотря на то, что один из фрагментов рестрикции 24 п.н. не виден (рисунок 11).
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Рисунок 11 - Визуализация полиморфизма длин рестрикционных фрагментов SspI -полиморфного участка гена рецептора соматотропина
Как видно на рисунке, при данных условиях электрофореза достаточно четко визуализируются плосы, позволяющие идентифицировать генотип, несмотря на то, что не виден фрагмент длинной 24 п.н. Так, на дорожке, обозначенной А нанесен амплификат в объеме 5 мкл. На дорожках, соответствующих генотипу FF визуализируется полоса, длиной   158 п.н., на дорожках, соответствующих генотипу FY видны 2 фрагмента рестрикции 182 и 158 п.н., 1 полоса 182 п.н., идущая на уровне амплификата соответствует генотипу YY.

3.2.2.3 Оптимизация методики ПЦР-ПДРФ для полиморфизма bIGF-1-SnaBI
Для оптимизации ПЦР SnaBI-полиморфного участка гена инсулиноподобного фактора роста взяли диапазон температур от 56°С до 68°С. Режим амплификации стандартный: 95°С – 5 мин, (95°С - 30 сек, 58-68°С - 30 сек, 72°С - 30 сек) х 30 циклов, 72°С – 10 мин (рисунок 12). 
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Рисунок 12 - Градиентная ПЦР для подбора оптимальной температуры отжига праймеров по полиморфному участку bIGF-1-SnaBI (объем нанесения амплификата 5 мкл)
Как видно на рисунке, оптимальной является температура 62°С. На дорожке, соответствующей этой температуре самый яркий и чистый амплификат. Для увеличения выхода амплифицируемого фрагмента количество циклов было увеличено до 40. В дальнейшем это позволило брать по 5 мкл амплификата для постановки рестрикции в объеме 10 мкл реакционной смеси (рисунок   13).
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Рисунок 13 - Визуализация полиморфизма длин рестрикционных фрагментов SnaBI -полиморфного участка гена инсулиноподобного фактора роста 1

.

Как видно на рисунке на уровне полосы маркера, соответствующей длинне 250 п.н. В дорожке А визуализируется амплификат фрагмента гена bIGF-1-SnaBI длинной 249 п.н. в нанесении 5 мкл на дорожку. В последующих дорожках визуализируются фрагменты рестрикции этого объема амплификата. В частности, буквами АА обозначены дорожки, на которых видны полосы 223 п.н., соответствующие генотипу bIGF-1-SnaBIАА. На дорожках ВВ наблюдаются полосы длинной 249 п.н., соответствующий генотипу bIGF-1-SnaBIВВ. И на дорожках АВ видны фрагменты рестрикции 249 и 223 п.н., соответствующие генотипу bIGF-1-SnaBIАВ. Фрагмент 26 п.н. не визуализируется. Электрофорез проводили в 2% агарозном геле.

Таким образом, в результате работ по оптимизации ПЦР ДНК-типирования крупного рогатого скота по полиморфизму bGH–AluI отработаны условия ПЦР, позволяющие получить амплификат нужной концентрации и чистоты. В частности, снижена температура отжига праймеров с 64°С до 61°С по сравнению с первоисточником (что позволило получить фрагмент нужной длинны без неспецифических полос), а также увеличена длительность отжига (с 30 до 50 секунд) и увеличено число циклов (с 30 до 40) по сравнению со стандартным протоколом, что позволило нарабатывать чистый амплификат в нужном количестве.

Оптимизированы условия для постановки ПЦР для ДНК–типирования животных по полиморфизму bGHR-SspI. В частности, подобраны оптимальная температура отжига (63°С по сравнению с 61°С по протоколу первоисточника) и концентрации праймеров в реакционной смеси, повышающие выход целевого продукта по отношению к фрагментам неспецифической длинны.
Для оптимизации этапа электрофоретического этапа детекции SspI-полиморфизма длин рестрикционных фрагментов гена bGHR была увеличена плотность агарозного геля с 2% до 3%. 
Для повышения эффективности ПЦР SnaBI-полиморфного участка гена bIGF-1 была снижена температура отжига праймеров 62°С, по сравнению с 64°С по протоколу первоисточника. Количество циклов ПЦР было увеличено до 40, что позволило достичь высокой степени визуализации полиморфизма длин рестрикционных фрагментов bIGF-1-SnaBI в 2% агарозном геле.

3.3 Анализ генетической структуры исследуемого селекционного поголовья
3.3.1 Внутрипородный анализ генетической структуры исследуемых популяций
Анализ генетической структуры популяции включает исследование характера распределения генотипов, соответствие его теоретически ожидаемому, по закону Харди-Вайнберга, а также анализ распределения частот аллелей исследуемых полиморфных генов соматотропинового каскада.

3.3.1.1 Распределение частот генотипов bGH–AluI, bGHR-SspI, bIGF-1-SnaBI относительно теоретически ожидаемого по закону Харди-Вайнберга
Характер распределения генотипов полиморфного гена bGH отражен в таблице 3.
Таблица 3 – Распределение частот генотипов полиморфного гена bGH в выборке крупного рогатого скота породы герефорд (n= 198)

	Генотип
	n наблюдаемое
	% от n
	n ожидаемое
	% от n
	χ2

	bGH-AluIVV
	34
	17,17
	20
	10,05
	22,04

	bGH-AluILV
	57
	28,79
	86
	43,22
	


Продолжение таблицы 3

	Генотип
	n наблюдаемое
	% от n
	n ожидаемое
	% от n
	χ2

	bGH-AluILL
	107
	54,04
	93
	46,73
	

	Примечание – отклонение наблюдаемых частот генотипов от теоретически ожидаемых по закону Харди – Вайнберга значимо при χ2 ≥ 3,84


Из таблицы видно, что в исследуемой выборке наблюдается статистически значимое отклонение распределения частот генотипов от теоретически ожидаемого по закону Харди – Вайнберга. В частности, наблюдается превышение количества обеих гомозигот. Наиболее распространенным в нашем случае является генотип bGH-AluILL, его частота составила 54,04%. На 2-м месте по частоте встречаемости находится bGH-AluILV-28,79% и на последнем гомозиготы bGH-AlulVV, их частота составила 17,17 %.

 Сравнивая внутрипородные данные для герефордов, полученные другими авторами при исследовании популяций этой породы разных стран, необходимо отметить, что отклонение от распределения по Харди-Вайнбергу показано в большинсвте работ. Однако характер его во всех случаях отличен. Так в работе Krasnopiorova при изучении литовской популяции герефордов показано 90% частота генотипа bGH-AluILL. В то же время, в исследовании Седых Т.А., проведенном на российской популяции показано соотношение генотипов bGH-AluILL, bGH-AluILV и bGH-AluVV 57,7%, 30,76% и 11,74% соответственно, которое в значительной степени коррелирует с нашими данными. 

Наиболее вероятным объяснением наблюдаемых особенностей распределения генотипов является ассоциация генотипа bGH-AluILL с хозяйственно-полезными признаками у герефордского скота, что приводит в ходе искусственного отбора к преобладанию этого генотипа в популяции.

3.3.1.2 Распределения относительных частот аллелей полиморфных вариантов генов bGH, bGHR и bIGF-1
Анализ распределения относительных частот аллелей полиморфных вариантов генов bGH, bGHR и bIGF-1 проводился на основании данных, приведенных в таблице 4. 
Таблица 4 – Распределение частот генотипов полиморфного гена bGHR в выборке крупного рогатого скота породы герефорд (n=200)
	Генотип
	n наблюдаемое
	% от n
	n ожидаемое
	% от n
	χ2

	bGHR-SspIYY
	24
	12,00
	29
	14,43
	1,83

	bGHR-SspIFY
	103
	51,50
	94
	46,77
	

	bGHR-SspIFF
	73
	36,50
	78
	38,81
	

	Примечание –  отклонение наблюдаемых частот генотипов от теоретически ожидаемых по закону Харди – Вайнберга значимо при χ2 ≥ 3,84


Из таблицы 4 следует, что в случае с полиморфизмом bGHR-SspI отклонение от распределения ожидаемых частот аллелей не является статистически значимым. На первом месте по частоте в данном случае гетерозиготы bGHR-SspIFY, на втором гомозиготы bGHR-SspIFF и меньше всего в исследованной популяции наблюдается гомозигот bGHR-SspIYY. Их процентное соотношение составило 51,50% 36,50% и 12,00% соответственно. К сожалению, данные по частоте генотипов этого полиморфизма в литературе отсутствуют для герефордов. Тем не менее, можно отметить, что некоторое превышение в популяции частот генотипов bGHR-SspIFY свидетельствует о положительной ассоциации гетерозиготности гена рецептора гормона роста с хозяйственно-полезными признаками. Так же можно предположить, что гомозиготный генотип bGHR-SspIFF является предпочтительным по каким-либо качествам фенотипа по сравнению с генотипом bGHR-SspIYY.

Характер распределения генотипов полиморфного гена bIGF-1 отражен в таблице 5.
Таблица 5 – Распределение частот генотипов полиморфного гена bIGF-1 в выборке крупного рогатого скота породы герефорд (n=198)
	Генотип
	n наблюдаемое
	% от n
	n ожидаемое
	% от n
	χ2

	bIGF-1-SnaBIАА
	24
	12,12
	31
	15,58
	4,01

	bIGF-1-SnaBIАВ
	108
	54,55
	95
	47,74
	

	bIGF-1-SnaBIВВ
	66
	33,33
	73
	36,68
	

	Примечание – отклонение наблюдаемых частот генотипов от теоретически ожидаемых по закону Харди–Вайнберга значимо при χ2 ≥ 3,84


По данным, приведенным в таблице видно, что по данному полиморфизму распределение генотипов в популяции значимо отклоняется от теоретически ожидаемого по закону Харди–Вайнберга. В частности, наблюдается превышение количества наблюдаемых в популяции гетерозигот bIGF-1-SnaBIАВ (54,55% наблюдаемых по отношению к 47,74% теоретически ожидаемых по закону Харди-Вайнберга). Что позволяет предположить ассоциацию этого генотипа с некоторыми селекционными преимуществами у животных носителей. К сожалению, в литературе отсутствуют данные по частоте генотипов этого полиморфизма для герефордов.
Характер распределения относительных частот AluI – полиморфных аллелей гена bGH в популяции герефордов казахстанской селекции отражен в данных, приведенных в таблице 6.
Таблица 6 – Распределение относительных частот AluI – полиморфных аллелей гена bGH в популяции герефордов казахстанской селекции (Q ±SQ)

	Аллель
	Наблюдаемые частоты

 аллелей
	Относительные частоты
 аллелей

	bGH-AluIL
	271
	0,684±0,002

	bGH-AluIV
	125
	0,316±0,002


Из таблицы видно, что аллель bGH-AluIL является наиболее распространенным по сравнению с аллелем bGH-AluIV. Эти данные совпадают с полученными на российской популяции герефордов, исследованной Седых Т.А. По ее данным соотношение аллеля bGH-AluIL к аллелю bGH-AluIV составляет 0,684 к 0,316, что полностью совпадает с нашими данными. По данным Krasnopiorova N. при исследовании литовской популяции герефордов соотношение частоты аллелей bGH-AluIL к bGH-AluIV составляет 0,9 к 0,1. Это позволяет предположить, что аллель bGH-AluIV ассоциирован с какими-то нежелательными признаками, которые в условиях литовской селекции выражены сильнее, чем у поголовья герефордов, разводимого на территории России и Казахстана.

Результаты оценки распределения относительных частот SspI – полиморфных аллелей гена bGHR в популяции герефордов казахстанской селекции приведены в таблице 7.
Таблица 7 – Распределение относительных частот SspI-полиморфных аллелей гена bGHR в популяции герефордов казахстанской селекции (Q ±SQ)

	Аллель
	Наблюдаемые частоты

 аллелей
	Относительные частоты
 аллелей

	bGHR-SspIF
	249
	0,623±0,002

	bGHR-SspIY
	151
	0,378±0,002


По представленным в таблице данным видно, соотношение аллелей bGHR-SspIF к bGHR-SspIY соответствует распределению по bGH-AluI полиморфизму, а распределение генотипов, как рассмотрено выше – не соответствует. В наших работах ранее было высказано предположение, что повышенная частот гетерозигот по полиморфизму гена рецептора гормона роста по сравнению с долей гетерозигот по полиморфизму гена соматотропина связано с тем, что присутствие в организме двух видов белка рецептора гормона роста, возможно, включает дополнительные механизмы опосредования физиологического эффекта соматотропина на клетки мишени. И таким образом дает гетерозиготным по гену рецептора гормона роста животным селекционные преимущества по ростовым и мясным показателям [30].

Результаты оценки распределения относительных частот SnaBI – полиморфных аллелей гена bIGF-1 в популяции герефордов казахстанской селекции приведены в таблице 8.

Таблица 8 – Распределение относительных частот SnaBI –полиморфных аллелей гена bIGF-1 в популяции герефордов казахстанской селекции (Q ±SQ)

	Полиморфизм
	Аллель
	Наблюдаемые частоты

аллелей
	Относительные частоты
аллелей

	bIGF-1-SnaBI
	bIGF-1-SnaBIА
	240
	0,606±0,002

	
	bIGF-1-SnaBIВ
	156
	0,394±0,002


Из представленных в таблице данных видно, что соотношение относительных частот аллелей bIGF-1-SnaBIА и bIGF-1-SnaBIВ составляет 0,606 к 0,394 соответственно. Это несколько отличается от соотношения аллелей по полиморфизмам bGH-AluI и bGHR-SspI. Данные по соотношению относительных частот аллелей bIGF-1-SnaBI полиморфизма у герефордов у других авторов к сожалению, отсутствуют.
Таким образом, внутрипородный анализ генетической структуры исследуемой популяции герефордов позволил установить следующее. 

В популяции герефорд наблюдается статистически значимое превышение частоты генотипа bGH-AluILL (54,04% наблюдаемая частота по сравнению с 46,73% теоретически рассчитанных по закону Харди-Вайнберга). Предположительно причиной наблюдаемого отклонения может являться ассоциация генотипа bGH-AluILL с хозяйственно-полезными признаками, что приводит в ходе искусственного отбора к преобладанию этого генотипа в популяции.

По полиморфизму bIGF-1-SnaBI имеет место превышение количества наблюдаемых в популяции гетерозигот bIGF-1-SnaBIАВ (54,55% наблюдаемых по отношению к 47,74% теоретически ожидаемых по закону Харди-Вайнберга). Что позволяет предположить ассоциацию этого генотипа с некоторыми селекционными преимуществами у животных носителей.

Для всех трех полиморфизмов bGH-AluI, bGHR-SspI, bIGF-1-SnaBI установлено, что в исследованной популяции герефорд наиболее распространенные аллели соответствуют таковым у других   популяций.

3.3.2 Межпородный сравнительный анализ генетической структуры селекционного поголовья мясных пород казахстанской селекции
Ранее, в период с 2015 по 2017 год нашей лабораторией был реализован масштабный проект по исследованию генетической структуры поголовья и ассоциации полиморфных генов соматотропинового каскада с признаками мясной продуктивности у стратегически важных для Казахстана казахской белоголовой и аулиекольской пород КРС. В свете того, что герефордская порода стояла у истока создания сначала казахской белоголовой, а затем, на ее основе, аулиекольской пород, то межпородный сравнительный анализ динамики частот аллелей и генотипов представляет значительный фундаментальный и практический интерес [30-31].

3.3.2.1 Межпородный анализ частот аллелей и генотипов по полиморфизму bGH-AluI
В таблице 9 приведены сравнительные данные об относительных частотах аллелей AluI – полиморфизма гена bGH в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции.

Таблица 9 – Распределение относительных частот AluI – полиморфных аллелей гена bGH в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции (Q ±SQ) [32]
	Порода
	Герефорд
	Казахская белоголовая
	Аулиекольская

	bGH-AluIL
	0,684±0,002
	0,826±0,001
	0,667±0,002

	bGH-AluIV
	0,316±0,002
	0,174±0,001
	0,333±0,002


Из приведенных в таблице данных видно, что в популяции казахской белоголовой породы, казахстанской селекции, наблюдается значительное повышение доли аллеля bGH-AluIL (0,826 по сравнению с 0,684 у герефордов) и значительное снижение доли редкого аллеля bGH-AluIV (0,174 по сравнению с 0,316 у герефордов), а в популяции аулиекольской породы данное соотношение практически совпадает с таковым у герефордов.

Данное наблюдение интересно тем, что сначала на основе герефордов и калмыкской породы была выведена казахская белоголовая, что сопровождалось значительным уменьшением частоты аллеля bGH-AluIV (0,174 по сравнению с 0,316 у герефордов) и повышением частоты аллеля bGH-AluIL (0,826 по сравнению с 0,684 у герефордов), а затем, на основе казахской белоголовой была выведена порода аулиекольская, у которой частоты аллелей bGH-AluIL и bGH-AluIV снова были возвращены к исходному от герефордов. И составили 0,667 bGH-AluIL (по сравнению с 0,684 у герефордов) и 0,333 bGH-AluIV (по сравнению с 0,316 у герефордов).

Данные для межпородного сравнения частот генотипов по полиморфизму bGH-AluI в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции приведены ниже, в таблице 10.

Таблица 10 – Распределение относительных частот генотипов полиморфизма bGH-AluI в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции [32]
	Порода
	Герефорд
	Казахская белоголовая
	Аулиекольская

	bGH-AluVV
	17,17
	1,69
	11,54

	bGH-AluILV
	28,79
	31,19
	43,71

	bGH-AluILL
	54,04
	67,12
	44,76


По приведенным в таблице данным видно, что частота генотипа bGH-AluVV в ходе селекционного процесса сначала снижается у казахской белоголовой до 1,69%, а затем вновь повышается у коров аулиекольской породы до 11,54%. Частота генотипа bGH-AluILL в ходе селекционного процесса у казахской белоголовой повышается до 67,12%, а в дальнейшем падает до 44,76 у аулиекольской породы. С учетом динамики относительных частот аллелей, это закономерно.

Примечательно, что гетерозиготность популяций от герефордов, к казахской белоголовой и к аулиекольской породам планомерно повышается. Этот факт может свидетельствовать о том, что гетерозиготность по AluI -полиморфизму гена bGH давал селекционные преимущества в ходе отбора животных по признакам мясной продуктивности.

С этой точки зрения особый интерес представляют дальнейшие этапы исследования индивидуальной ассоциации этого полиморфизма и его парных сочетаний с признаками мясной продуктивности.

3.3.2.2 Межпородный анализ частот аллелей и генотипов по полиморфизму bGHR-SspI
В таблице 11 приведены сравнительные данные об относительных частотах аллелей SspI-полиморфизма гена bGHR в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции.

Таблица 11 – Распределение относительных частот SspI – полиморфных аллелей гена bGHR в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции (Q ±SQ) [32]
	Порода
	Герефорд
	Казахская белоголовая
	Аулиекольская

	bGHR-SspIF
	0,623±0,002
	0,914±0,002
	0,958±0,000

	bGHR-SspIY
	0,378±0,002
	0,086±0,002
	0,042±0,000


Из данных приведенных в таблице можно можно отметить, что в ходе межпородного селекционного процесса частота редкого генотипа bGHR-SspIY была почти в 4 раза уменьшена от герефордов к казахской белоголовой (с 0,378 до 0,086) и в дальнейшем, к аулиекольской породе была уменьшена еще в 2 раза (с 0,086 до 0,042). Естественно, частота, наиболее распространенная аллеля bGHR-SspIF пропорционально, увеличивалась в ходе этого процесса

Динамика относительных частот генотипов отражена в данных таблице 12.
Таблица 12 – Распределение относительных частот генотипов полиморфизма bGHR-SspI в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции [32]
	Порода
	Герефорд
	Казахская белоголовая
	Аулиекольская

	bGHR-SspIYY
	12,00
	3,04
	1,06

	bGHR-SspIFY
	51,50
	11,15
	6,34

	bGHR-SspIFF
	36,50
	85,81
	92,61


Из данных таблицы необходимо отметить, что по мере планомерного повышения частоты аллеля bGHR-SspIF и такого же планомерного снижения частоты аллеля bGHR-SspIY в популяциях наблюдается предсказуемое снижение частот генотипов bGHR-SspIYY, повышение частот генотипа bGHR-SspIFF и гетерозигот bGHR-SspIFY. Без сюрпризов, наблюдаемых по полиморфизму bGH-AluI.

3.3.2.3 Межпородный анализ частот аллелей и генотипов по полиморфизму bIGF-1-SnaBI
Характер распространения относительных частот аллелй bIGF-1-SnaBI полиморфизма у представителей разных пород мясного направления казахстанской селекции отражен в таблице 13. 

Таблица 13 – Распределение относительных частот SnaBI – полиморфных аллелей гена bIGF-1 в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции (Q ±SQ) [32]
	Порода
	Герефорд
	Казахская белоголовая
	Аулиекольская

	bIGF-1-SnaBIА
	0,394±0,002
	0,338±0,002
	0,387±0,001

	bIGF-1-SnaBIВ
	0,606±0,002
	0,662±0,002
	0,613±0,001


По приведенным в таблице данным можно отметить, что соотношение частот аллелей bIGF-1-SnaBIА и bIGF-1-SnaBIВ практически на одном уровне у представителей всех трех пород. Частота редкого аллеля bIGF-1-SnaBIА несколько падает в популяции крс казахской белоголовой породы (0,338 по сравнению с 0,394 у герефордов) и возрастает почти до показателя герефордов у аулиекольского скота (0,387). 

Тем не менее, при относительном постоянстве частот отдельных аллелей в популяциях герефордского, казахского белоголового и аулиекольского крупного рогатого скота, в структуре распределения генотипов динатика прослеживается, таблица 14.
Таблица 14 – Распределение относительных частот генотипов полиморфизма bIGF-1-SnaBI в популяциях КРС герефордской, казахской белоголовой и аулиекольской пород казаказахстанской селекции [32]
	Порода
	Герефорд
	Казахская белоголовая
	Аулиекольская

	bIGF-1-SnaBIАА
	12,12
	13,85
	20,56

	bIGF-1-SnaBIАВ
	54,55
	39,86
	36,24

	bIGF-1-SnaBIВВ
	33,33
	46,28
	43,21


В частности, из таблицы видно, что от герефордов к казахской белоголовой породе наблюдается снижение гетерозиготности (54,55% bIGF-1-SnaBIАВ у герефордов и 39,86% у казахской белоголовой) и повышение частоты гомозигот по наиболее распространенному аллелю bIGF-1-SnaBIВВ (с 33,33% у герефордов, до 46,28% у казахской белоголовой). А от казахской белоголовой к аулиекольской породе − наблюдается повышение числа генотипов bIGF-1-SnaBIАА гомозиготных по редкому аллелю [33, 34].
Сделанные наблюдения позволяют предположить, что генотип bIGF-1-SnaBIВВ предоставил селекционные преимущества в ходе искусственного отбора казахской белоголовой, а на фоне прилития крови шароле и абердин-ангусс при выведении породы аулиекольская – предпочтительным оказался генотип bIGF-1-SnaBIВВ.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам анализа имеющихся литературных данных при разработке стратегии исследования для выявления эффективных генетических маркеров мясной продуктивности у крупного рогатого скота породы герефорд и ангусс наиболее перспективными являются следующее. 

Из описанных полиморфизмов гена соматотропина наиболее перспективным является AluI-полиморфизм гена гормона роста так как данная мутация, во-первых, обуславливает аминокислотную замену в структуре белка и доступна для массового скрининга, во-вторых, соматотропин является ключевым звеном каскада метаболических событий, представляющих собой процесс роста. 

Среди полиморфизмов гена рецептора гормона роста отобран для исследования полиморфизм bGHR-SspI, так как, во-первых, данная мутация приводит к аминокислотной замене в последовательности белка и, следовательно, может обладать значительным потенциалом фенотипического эффекта на признаки мясной продуктивности, во-вторых, она локализована в трансмембранном домене, играющем центральную роль в передаче гуморального сигнала гормона роста клеткам – мишеням. В-третьих, данный полиморфизм определяется с помощью метода ПЦР-ПДРФ, что делает ее доступной для массового скрининга и, следовательно, подходящей для ДНК-типирования в качестве генетического маркера.

Из известных полиморфизмов гена инсулиноподобного фактора роста для нашего исследования наибольший интерес представляет полиморфизм bIGF-1-SnaBI, который локализован в области Р1 промотора и, вероятнее всего, оказывает влияние на особенности экспрессии белка инсулиноподобного фактора роста 1 на всех стадиях развития.

Все три полиморфизма ранее была исследованы у представителей дочерних пород − белоголовой и аулиекольской казахстанской селекции. И данные полученные на породе герефорд могут внести определенный вклад в понимание механизмов эффективной маркер-сопутствующей селекции.

На этапе оптимизации методик ДНК-типирования животных, установлено, что оптимальным способом выделении ДНК является применение коммерческого набора «Pure Link Genomic DNA Kits». Способ предполагает минимальное количество этапов, безопасен для здоровья сотрудников и окружающей среды, получаемые образцы наиболее чистые, выровненные по концентрации и не требуют дополнительный манипуляций по разведению и очистке.

Оптимальными режимом ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bGH–AluI, позволяющим наработать чистый амплификат в количестве, достаточном для электроворетической детекции, является следующий: 95°С-10 мин, (94°С-30 сек, 61°С-50 сек, 72°С-30 сек) х 40 циклов, 72°С-10 мин. Установлено, что для оптимальной визуализации рестриционных фрагментов bGH–AluI плотность агарозного геля должна быть повышена до 3%.

Оптимальными режимом ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bGHR-SspI является следующий: 95°С-3 мин, (95°С-30 сек, 63°С-30 сек, 72°С-30 сек) х 30 циклов, 72°С-10 мин; 12°С-5 мин.

Протокол ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bGHR-SspI: 10х Taq Buffer KCL - 2 мкл; смесь dNTP (10 мМ) - 0,4 мкл; праймер F (10 pM) - 1 мкл; праймер R (10 pM) - 1 мкл; Taq DNA Polymerase 5U/μl - 0,3 мкл; MgCl2 25 mM - 2 мкл; деионизированная вода - 11,8 мкл; ДНК матрица - 1,5 мкл; общий объем - 20 мкл. Плотность агарозного геля должна быть повышена до 3%.

Оптимальными режимом ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bIGF-1-SnaBI является следующий: 95°С - 5 мин, (95°С - 30 сек, 62°С - 30 сек, 72°С – 30 сек) х 40 циклов, 72°С – 10 мин.
Протокол ПЦР для ДНК-типирования по полиморфизму bIGF-1-SnaBI: 10х Taq Buffer KCL - 2 мкл; смесь dNTP (10 мМ) - 0,4 мкл; праймер F (10 pM) – 0,25 мкл; праймер R (10 pM) – 0,25 мкл; Taq DNA Polymerase 5U/μl - 0,3 мкл; MgCl2 25 mM - 2 мкл; деионизированная вода - 14,8 мкл; ДНК матрица - 1,5 мкл; общий объем - 20 мкл. Плотность агарозного геля должна быть повышена до 2%.
Внутрипородный анализ генетической структуры селекционного поголовья установил, что в популяции герефорд выборке наблюдается статистически значимое превышение частоты генотипа bGH-AluILL (54,04% наблюдаемая частота по сравнению с 46,73% теоретически рассчитанных по закону Харди-Вайнберга). Предположительно причиной наблюдаемого отклонения может являться ассоциация генотипа bGH-AluILL с хозяйственно-полезными признаками, что приводит в ходе искусственного отбора к преобладанию этого генотипа в популяции.

Установлено по полиморфизму bIGF-1-SnaBI превышение количества наблюдаемых в популяции гетерозигот bIGF-1-SnaBIАВ (54,55% наблюдаемых по отношению к 47,74% теоретически ожидаемых по закону Харди-Вайнберга). Что позволяет предположить ассоциацию этого генотипа с некоторыми селекционными преимуществами у животных носителей.

Для всех трех полиморфизмов bGH-AluI, bGHR-SspI, bIGF-1-SnaBI установлено, что в исследованной популяции герефорд наиболее распространенные аллели соответствуют таковым у других   популяций.

В результате межпородного сравнительного анализ генетической структуры исследуемой популяции по полиморфизму bGH-AluI установлено, что гетерозиготность популяций от герефордов, к казахской белоголовой и к аулиекольской породам планомерно повышается. Этот факт может свидетельствовать о том, что гетерозиготность по AluI -полиморфизму гена bGH давал селекционные преимущества в ходе отбора животных по признакам мясной продуктивности.

Межпородный сравнительный анализ генетической структуры исследуемой популяции по полиморфизму bIGF-1-SnaBI установил снижение гетерозиготности у казахской белоголовой породы по сравнению с герефордами (54,55% bIGF-1-SnaBIАВ у герефордов и 39,86% у казахской белоголовой) и повышение частоты гомозигот по наиболее распространенному аллелю bIGF-1-SnaBIВВ (с 33,33% у герефордов, до 46,28% у казахской белоголовой). В то время как от казахской белоголовой к аулиекольской породе − наблюдается повышение числа генотипов bIGF-1-SnaBIАА гомозиготных по редкому аллелю. Это позволяет предположить, что генотип bIGF-1-SnaBIВВ предоставил селекционные преимущества в ходе искусственного отбора казахской белоголовой, а на фоне прилития крови шароле и абердин-ангусс при выведении породы аулиекольская – предпочтительным оказался генотип bIGF-1-SnaBIВВ.
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