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Стан наукової проблеми. Досвід країн з розвиненим скотарством показав необхідність докорінної зміни стратегії ведення селекції за обмеженою кількістю ознак. При дослідженні молочної худоби вивчаються, переважно, шляхи нарощування генетичного потенціалу продуктивності та збільшення його реалізації (Goddard V.E., Wiggans G.R., 1999; Abdallah J.M., Mc Daniel B., 2000; Рубан С.Ю., 2001, Суллер И., 2002, Фисинин В , 2003; Прохоренко П.Н., 2001, 2005; Гербер де Йонга, Рені ан Дер Лінде, 2005).
Протягом останніх років більшість країн перебудовують програму селекції худоби за комплексом ознак, проводиться регулярний моніторинг динаміки генетико-популяційних параметрів та збільшено увагу науковців  та виробників до якісних показників продукції та здоров’я тварин (Carlos G. Gutierrez, Jin G.Gong, Thomas A. Bramley, Robert Webb, 2006; J.A.B.Robinson, M.M.Buhr, 2005; Bennett Cassell,2005).
Найбільш важливими якісними характеристиками молочної продуктивності є  вміст жиру та білка в молоці, оскільки оплата за сире молоко здійснюється на основі процентного співвідношення жиру та білка. З 2002 року для українських виробників молока введені єдині норми вмісту жиру та білка в сирому коров’ ячому молоці: жиру – 3,4 %, білка – 3,0 %. В країнах ЄС прийнято уніфіковані вимоги до якості молока і молочної продукції. Так, базисна жирність молока у Бельгії становить 3,6 %, у Великобританії – 3,9 %, Франції і Нідерландах – 3,8 %. Вміст білка в молоці нормується від 3,2 % в Франції до 3,7 % у Великобританії (С.В. Чугуєвська, 2010; G Erhardt., 1997; I. Anton, 2008). За показниками відсоткового вмісту білка в молоці корів українська молочна продукція здебільшого не відповідає європейським стандартам. Разом з тим при односпрямованій селекції на високу продуктивність  та при дії численних технологічних стрес-факторів, знижується природна резистентність організму та підвищується чутливість тварин до хвороб та стресових ситуацій. Це завдає значні фінансові збитки господарствам. Необхідним є подальше удосконалення генофонду молочних порід за якісними ознаками молочної продуктивності та  резистентності. 
Актуальність роботи. Важиве значення має впровадження сучасних молекулярно-генетичних   методів  та комплексних методів визначення неспецифічної резистентності у селекційно-племінну роботу. Проведення індивідуального аналізу тварини на рівні генів або генних комплексів пов’язаних з проявом господарськи корисних ознак дасть змогу вдосконалити традиційні методи селекції. Здійснення підбору батьківських пар за комплексом певних генів пов’язаних з проявом господарськи корисних ознак та врахування природної резистентності, створює передумови отримання нащадків з підвищеним генетичним потенціалом за комплексом ознак молочної продуктивності, резистентності стресостійкості (Velmala R. J. 1999; Mosig M. O. 2001.).

Протягом останніх десятиліть було проведено велику кількість досліджень з метою виявлення поліморфних варіантів окремих генів здатних впливати на прояв ознак молочної продуктивності. Найбільш актуальним є вивчення зв’язку із якісними характеристиками молочної продуктивності генів, пов’язаних з ліпідним метаболізмом та синтезом білків молока, серед яких такі гени: капа-казеїн, лептин та тиреоглобулін. 
Селекційна робота за даними генами та з урахуванням показників резистентності створює передумови удосконалення генофонду великої рогатої худоби молочних порід, створення стад бажаного типу за якістю молочної продукції та резистентності, це сприятиме збільшенню рентабельності виробництва молочної продукції та надасть можливість отримувати високоякісну конкурентоспроможну продукцію.

В широкому селекційно-генетичному розумінні тип тварин – це поєднання її екстер'єрно-конституційних особливостей (субстратний підхід), спрямованості обміну речовин (енергетичний підхід) і сукупності генетичної інформації, яка створює певний потенціал продуктивності тварини, її адаптаційної та відтворювальної здатності (інформаційний підхід). Створення бажаного типу молочної худоби, який би найбільш відповідав  конкретним завданням і умовам племінної роботи на сьогоднішній день базується на поєднанні різних напрямків генетичних та біологічних досліджень. Інтегральний підхід до визначення бажаного типу полягає в комплексному використанні генетичного маркірування спадкового матеріалу.

Метою роботи є розробити систему комплексного удосконалення генофонду українських молочних порід за якісними ознаками молочної продуктивності, стійкості до захворювань та стресу, створення стад корів бажаного типу. 

Для досягнення цієї мети були поставлені наступні завдання:

Визначити генетичну структуру за генами TG5, LEP, κ-Cn та рівень неспецифічної резистентності корів вітчизняних молочних порід.

Встановити зв’язок генотипів за поліморфними сайтами генів TG5, LEP, та κ-Cn, та якісними показниками молочної продуктивності.

Дослідити можливість використання генетичних маркерів TG5, LEP та κ-Cn для підвищення ефективності прогнозування потенціалу за якісними показниками молочної продуктивності. 
Методи досліджень. Молекулярно-генетичні (ПЛР-ПДРФ), метод горизонтального електрофорезу ДНК в агарозному гелі, гематологічні та імуно-біохімічні дослідження, статистичний аналіз. У роботі використовувались теоретичні й експериментальні методи досліджень. Поставлені завдання вирішувались шляхом узагальнення та аналізу літературних джерел, у процесі теоретичних досліджень з проведенням необхідних експериментальних випробувань. 

Дослідження по проблемі здійснювались упродовж 2011-2015 років в межах виконання двох завдань 24.01.01.01.Ф «Розробити методологію оцінки генотипу тварин різних за напрямком продуктивності порід великої рогатої худоби за генами кількісних ознак» (№ державної реєстрації 0111U003282) та 30.01.01.01 «Обґрунтувати методологію і розробити систему оцінки специфіки генофонду при реалізації програми збереження порідного різноманіття в тваринництві України» (№ державної реєстрації 0111U003298).

Наукова новизна отриманих результатів.   
Вперше здійснено аналіз генетичної структури популяцій українських молочних порід за поліморфними варіантами гена тиреоглобуліну. Виявлено значне переважання частоти алеля C і подібність генетичної структури за геном TG5. 
Вперше розроблена методологія виявлення високорезистентних генотипів.
Одержані нові дані щодо структури популяцій української червоно-рябої молочної породи за алелями гена LEP. Встановлено наявність трьох алельних варіантів гена LEP у всіх досліджених популяціях і переважаючу чисельність тварин з алелем A.

Досліджено вплив комплексних генотипів за геном капа-казеїну і тиреоглобуліну  на вміст білка в молоці корів української червоно-рябої молочної породи
Розроблено спосіб добору бажаних генотипів великої рогатої худоби в генофондових стадах. Оформлено та подано заявку на корисну модель «Спосіб добору бажаних генотипів великої рогатої худоби в генофондових стадах» реєстраційний номер заявки u 201507567.
Розроблено комплексний підхід до визначення неспецифічної резистентності сільськогосподарських тварин. Розроблено та апробовано принципову схему оцінки резистентності сільськогосподарських тварин. Визначено низку  інформативних та малозатратних тестів для виявлення загальної імунореактивності та стресостійкості в якості скринінгового тестування сільськогосподарських  тварин.

Модифіковано методику визначення фагоцитарної активності лейкоцитів.  
Розроблено «Методичні рекомендації щодо оцінки гетерозиготності, адаптаційної здатності та регулювання генетичної структури генофондових популяцій» (Схвалено та рекомендовано вченою радою Інституту розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця НААН України протокол № 444 від 30 листопада 2015 р.).

Практична значимість одержаних результатів. Практична значимість проведених наукових досліджень підтверджується їх ефективним використанням задля моніторингу генетичних ресурсів «Банку генетичних ресурсів тварин Інституту розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця НААН» Національного надбання, щодо наявності в генофонді мутацій, пов’язаних із зниженням резистентності.
За результатами отриманих у роботі експериментальних даних, поряд із традиційними методами селекційно-племінної роботи, доцільно проводити оцінку тварин за стійкістю до захворювань і стресу у комплексі з оцінкою за генотипами TG5, LEP, κ-Cn, для підвищення генетичного потенціалу за показниками молочної продуктивності та резистентності для    збереження цінних генних комплексів адаптивності в популяціях корів української червоно-рябої молочної породи. Практичне значення отриманих результатів підтверджено актами впровадження у виробництво.
Впроваджено методику виявлення носійства мутації дефіциту адгезивності лейкоцитів у великої рогатої худоби (BLAD) в гомозиготному стані, що призводить до загибелі телят до року життя. Впроваджено систему генетичного контролю розповсюдженості мутації BLAD у великої рогатої худоби (О.Д.Бірюкова 2006), при дослідженні генетичного матеріалу Банку генетичних ресурсів ІРГТ ім. М.В.Зубця НААН, що дало значний економічний ефект (не менше 18000 грн. з розрахунку на 100голів при дослідженні бугаїв) завдяки зменшенню кількості тварин, які підлягають ДНК-тестуванню.
Апробація результатів роботи. 

Матеріали й результати наукової праці доповідалися й були схвалені:

· на наукових конференціях молодих вчених та аспірантів Інституту розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця НААН (Чубинське 2011- 2015рр.), результати  роботи високо оцінені і автори здобули ІІ премію (О.В. Березовський 2015 рік) та ІІІ премію (Н.М. Маковська 2011 рік) за результатами конкурсу;

· III та IV міжнародній науково-практичній конференції «Зоотехнічна наука: історія, проблеми, перспектива» Подільський державний аграрно-технічний університет (Кам’янець-Подільський, 2013, 2014);
· III міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених «Перспективні напрями розвитку галузей АПК і підвищення ефективності наукового забезпечення агропромислового виробництва» (Тернопіль, 2013);
· міжнародній науково-практичній конференції «Animal science – challenges and innovations» (Софія, Болгарія, 2013).
· міжнародній науковой конференції «SCIENCE,TECHNOLOGY AND INNOVATIVE TECHNOLOGIES IN THE PROSPEROUS EPOCH OF THE POWERFUL STATE» (Туркменістан, 2015).
За роботу «Генофонд популяцій українських молочних порід за локусами генів капа-казеїну та тиреоглобуліну» Березовському О.В. 12 грудня 2014 року присуджено премію Президії НААН «За кращу наукову доповідь молодого ученого НААН з фундаментальних та прикладних досліджень» (постанова від 26.11.14 р. протокол № 21).
Публікації за результатами роботи. Представлена робота висвітлена у 17 наукових працях (9 статей у наукових фахових виданнях, 8 тез доповідей, 1 методичні рекомендації, 1 заявка на корисну модель реєстраційний № u 201507567 ) серед них 3 публікації в іноземному виданні. Результати представленої роботи також увійшли до розділів 4.4. «Молекулярно-генетичні методи досліджень у скотарстві», 3.1. «Селекційна оцінка племінних тварин у ранньому віці» в складі монографії «Селекційні, генетичні та біотехнологічні методи удосконалення та збереження генофонду порід сільськогосподарських тварин» (за ред. М.В.Гладія, 716с.), яка на даний момент знаходяться на завершальному етапі формування.

Зміст роботи. Протягом останніх десятиліть було проведено велику кількість досліджень з метою виявлення поліморфних варіантів окремих генів, що детермінують прояв ознак молочної продуктивності у великої рогатої худоби. Передумови удосконалення генофонду великої рогатої худоби молочних порід, створення стад бажаного типу за якістю молочної продукції та резистентності створює добір бажаних генотипів за якісними ознаками молочної продуктивності, стійкостю до захворювань та стресу. Дана робота спрямована на поєднання інформаційного та енергетичного підходів до визначення бажаного типу.

Методологічні основи визначення бажаного типу племінних тварин ґрунтуються на поєднанні різних напрямів генетичних та біологічних досліджень, поглибленні генетико-математичного аналізу популяцій, безпосередньому визначенні елементарних факторів і конкретних механізмів генетичної мінливості з метою спрямованого використання їх для аналізу і оцінки генотипів в селекційній роботі. Інтегральний підхід до визначення бажаного типу полягає в комплексному використанні матеріалів екстер’єрної оцінки, вивченні особливостей індивідуального розвитку з врахуванням інтер'єрних характеристик, а також генетичному маркіруванні спадкового матеріалу. Об’єктивна оцінка генотипів на основі комплексного використання даних племінного обліку і генетичних досліджень створює передумови до масового відтворення їх і збереження ефективних поєднань генів і генних комплексів протягом декількох поколінь. 

В ході виконання роботи вперше здійснено аналіз генетичної структури вітчизняних популяцій молочних порід за поліморфними варіантами гена тиреоглобуліну, що асоційований із вмістом білка в молоці. У досліджених порід (української червоно-рябої молочної, української чорно-рябої молочної та української червоної молочної) виявлено значне переважання частоти алеля C і подібність генетичної структури за геном TG5. Одержані нові дані щодо структури популяцій трьох українських молочних порід за алелями гена LEP. Встановлено наявність трьох алельних варіантів гена LEP у всіх досліджених популяціях і переважаючу чисельність тварин з алелем A.

Для всіх досліджених популяцій молочних порід є характерною перевага за частотою AA-генотипу гена капа-казеїну, крім популяції української червоно-рябої молочної породи буковинського заводського типу, де переважає частота генотипу BB. Серед тварин кожної з цих порід найвищою є частота носіїв генотипу CC за геном тиреоглобуліну, лише по одному носію генотипу TT виявлено в трьох популяціях цієї породи. Найрідкіснішим серед усіх виявлених генотипів гена лептину є генотип CC, який присутній в однієї тварини української червоно-рябої молочної породи. Найбільш виражену різноманітність за варіантами генотипів за генами κ-Cn, TG5 та LEP спостерігали в корів вказаної породи. 

Виявлено зв’язок генотипу BB за геном κ-Cn з підвищеним вмістом білка в молоці (p<0,05) та генотипу AA з підвищеними надоями (p<0,01) у тварин української червоно-рябої молочної породи. Встановлено достовірну (p<0,01) перевагу за вмістом білка у молоці корів генотипу AB за геном κ-Cn порівняно з носіями генотипу AA однієї з популяцій української чорно-рябої молочної породи.

Тенденції до підвищення вмісту жиру в молоці носіїв генотипу CC за геном TG5 у тварин різних молочних порід і представників популяцій окремих господарств та вищий уміст жиру в молоці корів української чорно-рябої молочної породи цього генотипу (p<0,05) свідчать про його позитивний вплив на підвищення жирномолочності у молочних порід великої рогатої худоби. Виявлено тенденції до підвищення вмісту білка в молоці корів генотипу CT за геном тиреоглобулiну у двох популяціях української чорно-рябої молочної породи. Сила впливу цього фактору становила в різних популяціях: ŋ12=0,3 % та ŋ22=14,5 %.

За поліморфізмом гена TG5 у досліджених популяціях молочних порід спостерігається низька частота алеля T порівняно з цим показником у корів м’ясних порід. Що може бути результатом інтенсивного використанням бугаїв СС-генотипу у селекційній роботі з українськими молочними породами. Результати двофакторного дисперсiйного аналiзу впливу комплексних генотипiв за геном капа-казеiну та тиреоглобулiну вмiст бiлка в молоцi вказують на деяку перевагу корiв генотипу κ-CnВB та κ-CnAB TG5CT за цiєю ознакою у дослiджених молочних порід.

Резистентність сільськогосподарських тварин є однією із основних ознак, що сприяють продовженню продуктивного довголіття. Встановлено, що на стан неспецифічної резистентності впливають умови утримання, якість годівлі, а підвищенню адаптаційних здатностей організму сприяють рослинні адаптогени (О.Д.Бірюкова Н.М.Маковська 2011). Під дією цих речовин активізуються гуморальні та клітинні фактори неспецифічної резистентності, що дає змогу отримувати більш життєздатний молодняк з високою швидкістю росту (О.Д. Бірюкова; Л.О. Бегма 2010; Н.М. Маковська 2011).

В умовах промислових комплексів зростає стресове навантаження на організм сільськогосподарських тварин та виникає невідповідність між фізіологічними можливостями організму та зовнішнім середовищем.

Стрес являє собою вироблену в процесі еволюції сукупність захисних і пошкоджуючих реакцій організму, які порушують його гомеостаз і виникають в результаті нейрон-ендокринних і метаболічних порушень у відповідь на дію надзвичайних чи патологічних факторів, що проявляються адаптаційним синдромом. 

 Доступними для використання є малоінвазійні тести - еозинофільний тест на стресчутливість та  гістамінова проба для оцінки загальної імунореактивності (Пиралишвили И. С., 1962; Чумаченко В. Е., 1990), що застосовуються в гуманітарній медицині. 

Авторами даної роботи модифіковано ці тести для сільськогосподарських тварин та підтверджено його інформативність при впровадженні на трьох видах тварин (свині, коні, велика рогата худоба). Зокрема, серед корів в 5 господарствах виявлено 44,4% стрес стійких особин (Маковська Н.М., 2012).

Проведено оцінювання реактивності тварин за внутрішньошкірною гістаміновою пробою, яка ґрунтується на одночасному визначенні морфологічного показника – товщини шийної шкірної складки до ін’єкції в неї гістаміну і величини потовщеної шкірної складки внаслідок фізіологічної реакції організму тварини на введення препарату. Потовщена шкірна складка – це інтегральний показник морфологічної і фізіологічної специфіки тварин. Низький, проте вірогідний кореляційний зв’язок між відносним потовщенням шкірної складки (Рв) та фагоцитарною активністю лейкоцитів, свідчить про те, що гістамінова проба є адекватним маркером неспецифічної резистентності.

 В ході комплексного вивчення резистентності телят української червоно-рябої молочної породи встановлено пряму кореляцію між показниками фагоцитарної активності лейкоцитів та бактерицидною активністю сироватки крові (r=+0,54±0,16; р<0,001); зафіксований позитивний кореляційний зв’язок між бактерицидною та лізоцимною активностями сироватки крові (r=+0,61±0,15; р<0,001). 

Тварини, які при народженні мали найвищу живу масу характеризувались найвищим рівнем фагоцитарної активності лейкоцитів крові, про що свідчить позитивна кореляція між живою масою новонароджених телят та показниками фагоцитарної активності лейкоцитів крові. Також виявлено зворотній кореляційний зв’язок між живою масою у 2 місяці та відносним потовщенням шкірної складки (r=-0,18±0,11; р<0,05), що вказує на наявність затримки росту телят, які характеризуються зниженою реактивністю по відношенню до неспецифічного подразника (гістамін). 

Дисперсійним аналізом встановлено вірогідний вплив стрес-статусу на живу масу у віці 2 міс. (Р<0,05) та вплив імунореактивності на живу масу у віці 6 міс. (Р<0,05). Крім того, слід відмітити, що  вплив стрес-статусу на живу масу у віці 12 міс. наближався до  вірогідного (Р=0,06).
Новизна наших досліджень полягає в тому, що розроблено та апробовано принципову схему оцінки резистентності сільськогосподарських тварин. Застосування комплексного підходу до визначення стрес-статусу та імунореактивності організму тварин немає аналогів в Україні. 
Отже встановлено, що за використання еозинофільного тесту та гістамінової проби можна визначити особливості індивідуального розвитку телят. Пропонується застосування гістамінової  проби та еозинофільного тесту для визначення резистентності в системі комплексної оцінки специфіки племінних ресурсів
Добір тварин стресстійких та з високо резистентними генотипами у поєднанні з генотипами які пов’язані із формуванням якісних показників молочної продуктивності, дозволить  удосконалити генофонд української червоно-рябої молочної породи та створити стада бажаного типу за якістю молочної продукції та резистентності.
Розроблений комплексний підхід і принципова схема оцінки резистентності сільськогосподарських тварин і запропонований «Спосіб добору бажаних генотипів великої рогатої худоби в генофондових стадах» (реєстраційний номер заявки u 201507567), «Методичні рекомендації щодо оцінки гетерозиготності, адаптаційної здатності та регулювання генетичної структури генофондових популяцій».
Впроваджено систему генетичного контролю наявності мутації дефіциту адгезивності лейкоцитів (BLAD) при дослідженні генетичного матеріалу Національного надбання Банку генетичних ресурсів ІРГТ ім. М.В.Зубця НААН, що дало економію витрат (94,4% або 24300 грн.) за рахунок звуження кола тварин, що підлягають ДНК-тестуванню. 
 Практичне значення отриманих результатів підтверджено актами впровадження у виробництво. Економічний ефект від впровадження розробок склав від 495,0 до 1039 грн. на одну корову з продуктивністю 6500 кг молока за лактацію.

Поряд із цим виробництву запропоновано, з метою збільшення ефективності селекційно-племінної роботи в напрямку підвищення молочної продуктивності  та резистентності вітчизняних молочних порід, проводити тестування тварин за генетичними маркерами TG5, LEP, κ-Cn та показниками неспецифічної резистентності. Для підвищення вмісту білка в молоці корів українських молочних порід проводити підбiр батьківських пар з генотипом BB за геном κ-Cn. Для запобігання фінансових збитків, комплектувати стада високо резистентними генотипами і використовувати плідників лише тестованих на наявність рецесивних мутацій. 

Визначення рівня природної резистентності тваринного організму в ранньому віці дозволить відбирати тварин більш стійких до дії патогенних чинників, а створення високо резистентних стад є економічно ефективним для господарств, знизить затрати на їх лікування та профілактику. 

Це були початкові дослідження, але ми бачимо їх перспективи оскільки інтенсифікація галузі сільського господарства накладає значний відбиток на здоров’я та тривалість продуктивного життя тварин, утримання та лікування низькорезистентних тварин призводить до значних фінансових збитків.  Цей напрямок досліджень є особливо перспективним з огляду на можливість проведення індивідуальної оцінки і добору бажаного типу тварин у ранньому віці.

_________________ О.В. Березовський

____________________ Н.М. Маковська
