РЕФЕРАТ

роботи «Комплексний підхід до оцінювання генетичної специфічності та резистентності великої рогатої худоби »

У створенні сучасної теоретичної та методологічної бази селекції сільськогосподарських тварин вирішальну роль відіграють досягнення генетики і молекулярної біології для поглибленого дослідження закономірностей, розшифровки механізмів руху генетичної інформації, її реалізації на індивідуальному та популяційному рівнях організації біологічних систем. При формуванні генофонду тварин актуальним є застосування комплексного підходу до вивчення популяційно-генетичних процесів, що відбуваються під впливом селекційних заходів. Вивчення генетичної структури популяції та змін в ній, дає змогу розробити ефективні заходи щодо раціонального використання генофонду. У вітчизняних програмах селекції не приділяється достатньої уваги виявленню цінних генних комплексів та шляхів закріплення їх у поколіннях, зниженню захворюваності тварин на спадкові та інфекційні хвороби. В контексті вирішення Глобальної проблеми збереження генофонду порід актуальним є виявлення генетичної специфіки комерційних та аборигенних порід великої рогатої худоби. Оскільки ці питання є важливими складовими генетичного моніторингу генофонду вітчизняних порід, на їх вирішення була спрямована дана робота.
Наукова новизна отриманих результатів. 

Вперше у сірої української породи ВРХ проведено дослідження за п’ятьма генами, що асоційовані з молочною і м`ясною продуктивністю (βLG, CSN3, GH, TG5, CAPN1), визначені частоти алелів та генотипів. У сірої української породи за геном бета-лактоглобуліну відзначено наявність двох алелей А і В та трьох генотипів АА, АВ і ВВ. Виявлено значне переважання частоти алеля В, який асоціюється із високим вмістом у молоці жиру та білка, що є особливо цінним при виробництві молочних продуктів і сиру.  

За геном гормону росту встановлено два алельних варіанта L та V і присутність двох генотипів (LL, LV) із трьох теоретично можливих: LL, LV,VV. Переважна більшість досліджених тварин є носіями гомозиготного генотипу LL гену гормону росту. Генотип VV не був виявлений у жодної тварини дослідженої породи. Найвищою частотою відзначався алель L, який асоційований з якісними показниками молока.

Одержані нові дані щодо структури популяції аборигенної сірої української породи за комплексними генотипами бета-лактоглобуліну та капа-казеїну. Були виявлені тільки 7 з 9 теоретично можливих генотипів. Виявлено, що для сірої української породи характерна перевага генотипів CSN3АВ/вLGВВ та CSN3АВ/вLGАВ, що є бажаними для молочної промисловості.
Особливістю популяції сірої української породи є відсутність поліморфізму за геном калпаїну. Виявлено лише гомозиготний генотип за бажаним алелем G. Така особливість генетичної структури свідчить про породоспецифічний високий рівень генетичного потенціалу за якісною характеристикою м’ясної продуктивності, а саме, ніжністю м’яса.

Вперше у сірої української породи досліджено особливості розподілу алелів та генотипів гену BoLA-DRB3, що асоціюється із стійкістю до захворювань. Всього виявлено 35 генотипів. З частотою понад 5% виявляються 4 алеля з сумарною частотою 68,8%. Основу алелофонду породи складає алель BoLA-DRB3.2*16 (43,2%), що є маркером для сірої української породи.
Виявлено 5 нових специфічних алелів з сумарною частотою 8,5%, які не входять в номенклатуру ПЛР-ПДРФ: *jab, *jba, *jbb, *nad та *nda.
Досліджено різноманітність та характер розподілу алелів BoLA-DRB3.2 в основних українських молочних породах. 
Встановлено, що в українській чорно-рябій молочній породі ідентифікується 28 алелів BoLA-DRB3.2, а в українській червоно-рябій молочній породі – 22 алелі. Визначено алельний поліморфізм гена BoLA-DRB3 у зв'язку із сприйнятливістю і стійкістю до маститів у корів української  червоно-рябої молочної  породи та виявлені алелі, що асоційовані із маститами та стійкістю до захворювання. Встановлено, що алелі *07 та *08 асоційовані із сприйнятливістю до маститів. Дослідження проведено на рівні кращих світових аналогів.

Аналіз генофонду локальних порід показав, що, незважаючи на тривале розведення в закритих і обмежених за чисельністю масивах, вони зберігають високу мінливість; спостерігали дефіцит тварин-гомозигот за алелями груп крові. Таким чином, можна вважати, що при збереженні генофонду малочисельних порід немає небезпеки швидкого зниження життєздатності через перехід у гомозиготний стан рецесивних напівлетальних генів. Тому головним завданням стає збереження для таких порід специфічного спадкового матеріалу.

В генофондовому стаді племзаводу «Антонінське» (Хмельницька область), на поголів’ї білоголової української породи, апробований спосіб добору і підбору пар за імуногенетичними маркерами груп крові. Визначена специфіка генофонду породи шляхом аналізу імуногенетичної структури стада за алелями системи В груп крові. Виявлені специфічні для породи 4 алелі BGIIOTG´B´´G´´, BGTG´P´B´´G´´, II Q´, QB´G´. За результатами отримано патент на корисну модель № 104619; опубл. 10.02.16, Бюл. №3. «Спосіб добору бажаних генотипів великої рогатої худоби в генофондових стадах»
Дані про генетичну специфічність Українських порід великої рогатої худоби внесені до Європейської інформаційної системи біорізноманітності сільськогоспо​дарських тварин (European Farm Animal Biodiversity Information System – EFABIS) при FAO.
Запропоновано та впроваджено комплексну схему оцінювання резистентності сільськогосподарських тварин. Проведено комплексне оцінювання резистентності та стресостійкості молодняку ВРХ українських черво-рябої та чорно-рябої молочних порід в базових господарствах. Проведено оцінювання реактивності тварин за внутрішньошкірною гістаміновою пробою, статистично доведено, що гістамінова проба є адекватним маркером неспецифічної резистентності. 

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).
Дисперсійним аналізом встановлено вірогідний вплив стрес-статусу на живу масу телят у віці 2 міс. (Р<0,05) та вплив імунореактивності на живу масу у віці 6 міс. (Р<0,05).
Досліджено фактори формування стійкості корів до захворювань молочної залози у корів. Встановлено, що на прояв захворюваності на мастит вірогідно впливає фактор «батько» (ηx2=10,4-11%). В потомстві різних бугаїв встановлено значні розбіжності частоти корів з підвищеним вмістом соматичних клітин (1,2-26,8%). Виявлено залежність між рівнями соматичних клітин SCC (від англ. Somatic Cell Count ) та показників молочної продуктивності. У корів з SCC <500 тис/мл вірогідно вищий надій, вміст жиру, білка, лактози та сухого залишку в молоці. В групі тварин з підвищеним SCC нами виявлено маркерні алелі схильності до маститів *07 та *08 з частотою 14 та 19%, відповідно.

Розроблено «Методичні рекомендації щодо оцінки гетерозиготності, адаптаційної здатності та регулювання генетичної структури генофондових популяцій». Отримано Свідоцтво про реєстрацію авторського права на твір № 69203, дата реєстрації 19.12.2016 р.

Розроблено методичні рекомендації «Методика з проведення молекулярно-генетичних досліджень аборигенних та малочисельних порід сільськогосподарських тварин»
Розроблено методичні рекомендації «Критерії молекулярно-генетичної оцінки та виявлення господарської і генетичної специфіки аборигенних порід»

Розроблений та затверджений «Технологічний регламент з молекулярно-генетичного аналізу аборигенних і малочисельних порід сільськогосподарських тварин (велика рогата худоба) та оцінки зразків біоматеріалу, який зберігається в Банку генетичних ресурсів тварин ІРГТ ім.М.В.Зубця НААН».
Робота проводилась в межах договорів про науково-творчу співпрацю з закордонними науковими установами та науковими установами України, зокрема, Аграрним Університетом (Пловдів, Болгарія); Науково-практичним інститутом біотехнології в зоотехнії та ветеринарній медицині (Республіки Молдова), Кам'янець-Подільським  аграрно-технічним  університетом Міністерства освіти і науки України. 

Запропонований в даній роботі комплексний підхід до інтегральної оцінки генотипу тварин на основі комплексного використання даних племінного, ветеринарного обліку і генетичних досліджень створює передумови до масового відтворення і збереження протягом декількох поколінь ефективних поєднань генів, і генних комплексів.

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.

Впроваджено методику виявлення носійства мутації дефіциту адгезивності лейкоцитів BLAD у великої рогатої худоби (від англ. Bovine Leukocyte Adhesive Deficiency) в гомозиготному стані, що призводить до загибелі телят до року життя. Проведено генеалогічний аналіз родоводів понад 600 бугаїв молочних порід, що використовувалися в селекційному процесі в Україні. До «групи ризику» як кандидатні носії алелів BLAD, було відібрано 22 бугаї, спермопродукція яких зберігалася у трьох племпідприємствах Київської та Черкаської областей та Банку генетичних ресурсів тварин Інституту розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця НААН. ДНК-тестування дозволило виявити 1 бугая, що є носієм мутантного алелю гена імунодефіциту. Згідно наших рекомендацій плідника не включено до щорічного Каталогу бугаїв, допущених до використання на маточному поголів’ї,  та вилучено з селекційного процесу, запобігши поширенню мутації та збиткам.

Впроваджено систему генетичного контролю розповсюдженості мутації BLAD у великої рогатої худоби, при дослідженні генетичного матеріалу Банку генетичних ресурсів ІРГТ ім. М.В.Зубця НААН. Проведення попереднього генеалогічного аналізу дозволило звузити коло тварин, що підлягають тестуванню до 8 особин. За рахунок цього витрати на тестування склали 1440грн., що дало можливість заощадити 24300 грн. 
Отримані у роботі комплексні дані щодо молекулярно-генетичної оцінки генотипу, поряд із традиційними методами селекційно-племінної роботи, дозволили запровадити оцінювання тварин за стійкістю до захворювань молочної залози та стресу (загальне поголів’я 500 голів). На основі отриманих експериментальних даних зроблено відповідні теоретичні узагальнення та практичні рекомендації для господарств. Впровадження в практику дослідних господарств даних рекомендацій дозволило знизити рівень захворюваності на субклінічний мастит на 40%.

В Банк ДНК ІРГТ імені М.В.Зубця закладено зразки ідентифікованого біологічного матеріалу для збереження цінних генних комплексів адаптивності в популяціях комерційних та локальних порід України (n=800).

В перспективі у селекційній роботі можна використовувати аборигенну породу для удосконалення промислових порід ВРХ з метою покращення основних господарськи корисних ознак за використання новітніх методів генетики та біотехнології. 
Впровадження результатів дозволило отримати економічний ефект у дослідних господарствах Інституту розведення і генетики тварин імені М.В.Зубця: знизилось вибракування корів в період продуктивного використання на 12,5%, що дозволило отримати економію коштів (на кожній тварині 2036грн). За рахунок підвищення якісних показників та ґатунку молока додатковий прибуток підвищився на 15%, а з урахуванням зниження витрат на лікування захворювань молочної залози, додатковий прибуток зріс на 20%. Впровадження в практику дослідних господарств поквартального індивідуального моніторингу вмісту соматичних клітин в молоці дозволило знизити рівень захворюваності молочної залози у корів на 40%. Економічний ефект від впровадження розробок за рахунок підвищення якісних показників та ґатунку молока склав від 536,2 до 1377,3 грн. на одну корову з продуктивністю 6500 кг молока за лактацію. Практичне значення отриманих результатів підтверджено трьома актами впровадження у виробництво.
В базових господарствах апробовано комплексну схему для визначення неспецифічної резистентності сільськогосподарських тварин, що включає застосування гематологічних та імунобіологічних досліджень, а також специфічних тестів на стресчутливість та імунореактивність. Авторами модифіковано тести для сільськогосподарських тварин та підтверджено їх інформативність при впровадженні на трьох видах тварин (свині, коні, велика рогата худоба). Зокрема, серед корів в 5 господарствах виявлено 44,4% стресстійких особин. Серед молодняка ВРХ основних молочних порід виявлені тварини з високим рівнем неспецифічної резистентності, за результатами досліджень було відібрано групу високорезистентних телиць які являють собою цінність для подальшого спрямованого використання у селекційній роботі.

Отже, запропонований комплексний підхід до досліджень специфічності порід та спадково обумовленої резистентності, шляхів його безпосереднього впровадження в практику племінних господарств є принципово новим та перспективним. Практичне значення отриманих результатів підтверджено актами впровадження у виробництво. 

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, що асоційовані з молочною і м`ясною продуктивністю та показниками неспецифічної резистентності. Для запобігання фінансових збитків, комплектувати стада високорезистентними генотипами і використовувати плідників, лише тестованих на наявність рецесивних мутацій. Проводити тестування тварин за генетичними маркерами, що асоційовані із схильністю до маститів та стійкістю до захворювання.

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, дозволяє знизити витрати на їх лікування та профілактику.

Актами впровадження підтверджується, що низка важливих наукових результатів досліджень, отриманих в ході виконання роботи, використовується у навчальному процесі вищих учбових закладів України. 
Публікації за результатами роботи. Представлена робота висвітлена у 25 наукових працях (10 статей у наукових фахових виданнях, 7 тез доповідей), серед них 3 публікації в іноземних виданнях. Отримано 1 патент на корисну модель, 1 авторське право на твір, розроблено 3 методичних рекомендації, 1 технічний регламент. Результати представленої роботи увійшли до 2 розділів монографії.

Загальна кількість посилань на публікації – 4, h-2 (згідно Google Shcolar).

_________________ Н.Б. Мохначова

__________________ Н.М. Маковська
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