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Введение
Современное развитие отрасли животновод

ства имеет несомненные достижения в реш е
нии продовольственной программы. Однако 
возникает ряд проблем, связанных, в частно
сти, с широкомасштабным применением мето
дов искусственного осеменения, позволяющих 
существенно расширить возможности селек
ции. Искусственное осеменение дает огром
ный положительный эффект, но при бескон
трольности может нанести и большой ущерб 
генофонду. Обмен генетическим материалом 
между разными странами сопровождается рас
пространением различных заболеваний, вы
зываемых редкими мутациями, возникшими 
у выдающихся представителей коммерческих 
пород черно-пестрого скота [1-5].

Генные мутации, как правило, затрагивают 
участки ДНК, соответствующие одному гену. 
Молекулярный механизм генных мутаций свя
зан с выпадением, добавкой или заменой ну
клеотидов. В результате изменяется процесс 
экспрессии мутантного гена, обуславливаю
щий изменения биохимических и физиологи
ческих функций организма.

Фенотипически мутация часто проявляет
ся в форме врожденных уродств (аномалий), 
снижении жизнеспособности и устойчивости 
к болезням, нарушении воспроизводительной 
функции. Степень влияния мутантного гена 
на жизнеспособность организма животного 
может быть различной. Часть генных мутаций 
вызывает летальный исход на разных этапах

внутриутробного развития или вскоре после 
рождения животных.

Поэтому прогрессивное ведение селекци
онной работы требует новых методов оценки 
генотипов высокопродуктивных племенных 
животных. ДНК-диагностика наследственных 
заболеваний позволяет выявлять скрытых но
сителей врожденных дефектов и, тем самым, 
контролировать процесс распространения ге
нетических мутаций в популяции.

Примерами таких врожденных аномалий, 
вызывающих заболевания крупного рогатого 
скота, являются:

-  дефект иммунной системы или дефицит 
лейкоцитарной адгезии (BLAD -  Bovine leu
kocyte adhesion deficiency);

-  дефицит фермента уридинмонофосфат- 
синтазы (DIM A S’-  deficiency o f uridine mono
phosp h a te  syn thase). Д анны е заболевания 
обусловлены толковыми мутациями, насле
дуемыми по аутосомно-рецессивному типу. 
Благодаря отсутствию фенотипических при
знаков заболевания у гетерозигот наблюдается 
очень высокая скорость распространения му
таций, что приводит к быстрому накоплению 
их в популяции и появлению гомозиготных, с 
фенотипическим проявлением болезни, жи
вотных [3-5].

Экономический ущерб в результате распро
странения таких мутаций приводит к необ
ходимости строгого генетического контроля 
импортируемого материала.
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Материалы и методы исследования
Объект исследования -  быки-производители 

и племенное ядро селекционного стада круп
ного рогатого скота племенных предприятий 
Гомельской, Витебской и Минской областей 
Республики Беларусь.

П роц ед ура  д и а гн о сти к и  вклю чает сл е 
дую щ ие этапы : вы д ел ен и е  Д Н К ; а л л ел е 
специфичная амплиф икация участка ДН К, 
несущего мутацию; идентификация генотипа 
с помощью горизонтального и вертикального 
гель-электрофорезов.

Для анализа в качестве биологических об
разцов использовалась кровь или сперма ис
следуемы х ж ивотны х. В ы деление ДН К из 
крови проводили с помощ ью  стандартны х 
наборов (фирма Ferm entas, Литва). Выделе
ние ДНК из спермы осуществлялось методом 
солевой экстракции с некоторыми нашими 
модификациями [3]. Примерное количество 
выделенной ДНК составляет 2-3 мкг.

ДНК-диагностику животных по генам BLAD 
и DUMPS  провод и л и  с пом ощ ью  м етода 
п о л и м ер азн о й  ц еп н ой  реакц и и  по п о л и 
м орф изм у длин  рестри ктн ы х  ф рагм ентов 
ДНК (ПЦР/ПДРФ).

Для амплификации фрагмента гена CD18 
{ВLAD) использовали праймеры [5]:

BL-1: 5'- tga gac cag gtc agg cat tgc gtt ca-3 
BL-2: 5'-ccc cca get tet tga cgt tga ega ega ggt-3'.

ПЦР проводили в амплификаторе в конечном 
объеме 25 мкл в следующем режиме: «горячий 
старт» - 3 мин 93° С. Затем 35 циклов амплифи
кации в режиме: 93° С - 1 мин-денатурация; 62° 
С -  1 мин -  отжиг праймеров; 12° С -  1,5 мин -  
синтез. Элонгация -  5 мин при 72° С.

Длина амплифицированного фрагмента ДНК 
составляет 132 пн. В норме он расщепляется 
рестриктазой TagI на два фрагмента длиной 71 
и 61 пн. (гомозиготный генотип TL/TL CD 18) 
(Табл.1). Мутация в гене CD18 приводит к ис
чезновению сайта узнавания для рестриктазы. 
Продукт рестрикции на электрофореграмме ви
зуализируется одной яркой полосой длиной 132 
пн (гомозиготный генотип BL/BL CD 18). У особи 
с гетерозиготным генотипом TL/BL присутству
ют два аллеля -  нормальный (TL-аллель CD 18) 
и мутантный (5L-аллель CD18), и на электро
фореграмме гетерозигота TL/BL CD 18 имеет три 
полосы длиной 132, 71 и 61 пн (Рис. 1).

А Р А  Р М А  Р А  Р

7X177. 7X177. 77.1Я7. 77.1Й/.
Р и с .  1. Ф о р р г р я м м я  n p n n y i r r n B  я м т и ф м ^ ч м и ч  ч  р р р т р н г п н ы .

в 2 % агарозном геле фрагмента гена CD18 (BLAD).
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Помимо «исчезновения» сайта узнавания 
для определенных рестриктаз, в некоторых 
случаях вследствие мутации, в гене может 
возникнуть дополнительный сайт. Молекуляр
ной основой BLAD является точковая замена 
(аденин-гуанин) в положении 383 кДНК CD18,

что приводит к аминокислотной замене в мо
лекуле белка (вместо аспарагиновой кислоты 
синтезируется глицин). Такая точковая мута
ция приводит к исчезновению сайта рестрик
ции для TagI и появлению дополнительного 
сайта для НаеШ  [3,5,6] (Табл. 1).

Таблица 1

Схема определения генотипа крупного рогатого скота по точковой мутации 
в гене CD18 (BLAD) после гидролиза амплификата эндонуклеазами TagI и НаеШ

по длине рестрикционных фрагментов

Генотип CD18 (BLAD)
Длина фрагментов после рестрикции 

рестриктазами(пн)

TagI НаеШ

TL/TL (гомозиготный генотип), здоровое животное 71,61 87,45
TL/BL (гетерозиготный генотип), скрытый носитель 
мутантного 51/Ш-аллеля 132,71,61 87, 68, 45,19

BL/BL (гомозиготный генотип),больное животное 132 68, 45, 19

Рестрикционный анализ амплифицирован- 
ного продукта, содержащ его участок с ну
клеотидной заменой, позволяет различать жи
вотных с нормальным генотипом и носителей 
мутантного BLAD-аллеля.

Для ДНК-диагностики мутации гена DUMPS 
амплификацию проводили с помощью олиго ну
клеотидных праймеров следующего состава [7] 

UMPS L 5'gcaaatggctgaagaacattctg -3'
UMPS R 5' gcttctaactgaactcctcgagt-3'
В результате амплифицируется фрагмент 

гена уридинмонофосфат-синтазы длиной 108 
п.н. Продукт амплификации подвергался ре
стрикции с помощью фермента A val, разре
зающей ДНК по схеме:

5 ' . ..С jP y C G P u G . . .3 '
3 \ . . .G  P u G C  РуТ С ..5'

В амплифицируемом участке ДНК нахо
дятся два сайта узнавания для эндонуклеазы 
A val. Размер амплификата составляет 108 
Ьр. В случае разрезания продукта амплифи
кации рестриктазой на фрагменты 53,36 и 
19 Ьр, образец диагностируется как гомози
готный TD/TD D UMPS-генотип (здоровое 
ж ивотное). Если в результате рестрикции 
образую тся фрагменты 89, 53, 36, 19 Ьр, жи
вотное диагностируется как гетерозиготный 
TD/DP DUMPS- генотип (скрытый носитель 
мутации) (Табл 2).

Таблица 2

Схема определения генотипа по точковой мутации в гене уридинмонофосфат-синтазы 
(DUMPS) по длине рестрикционных фрагментов

Генотип по гену DUMPS
Длина фрагментов 
после рестрикции 

эндонуклеазой Aval (bp)

TD/TD (гомозиготный генотип здорового животного) 53,36, 19
TD/DP (скрытый носитель мутации DUMPS) 89, 53, 36, 19

DP/DP (гомозиготный генотип больного животного) 89, 19
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О ценку результатов амплификации и ре- ного (2 % агарозный гель) и вертикального 
стрикции проводили с помощью горизонталь- (12%  акриламидный гель) электрофорезов.

Результаты и обсуждение

1. ДН К-диагностика наследственного  
заболевания крупного рогатого скота, 
обусловленного точковой мутацией в гене 
CD18 (врожденный иммунодефицит)

Врожденные иммунные дефициты возника
ют вследствие генетически детерминирован
ной неспособности организма животного реа
лизовать иммунный ответ. Они, как правило, 
связаны с наследственно обусловленной не
способностью к полноценному иммунному от
вету. В организме таких животных возникают 
морфологические функциональные расстрой
ства клеточного и гуморального иммунитета 
на различных этапах развития популяций Т- и 
В-лимфоцитов, макро- и микрофагов, образо
вания иммуноглобулинов и компонентов си
стемы комплемента [8].

BLAD -  это болезнь, связанная с дефектом 
иммунной системы крупного рогатого скота. 
Молекулярной основой BLAD является толко
вая замена (аденин-гуанин) в положении 383 
кДНК CD18, которая приводит к аминокислот
ной замене в молекуле белка (вместо аспара
гиновой кислоты синтезируется глицин) [5-8]. 
В результате точковой мутации гена CD 18 на
рушается вся цепочка экспрессии Р-интегрина, 
поверхностного белка нейтрофилов (разно
видность лейкоцитов) и, как результат этого, 
лейкоциты теряю т активность и неспособны 
выполнять защ итную  фагоцитарную  функ
цию. Нарушается процесс диапедеза, т.е. бло
кируется способность лейкоцитов проникать 
через кровеносные капилляры и двигаться с 
кровотоком к очагу инфекции. Эти нарушения 
способствуют развитию иммунодефицитного 
состояния животного, при котором особь по
гибает от любой инфекции.

Проявление иммунодефицита или BLAD- 
синдрома:

Животные с мутантным аллелем (гетерози
готный генотип TL/ BL) -  здоровые, но явля
ются скрытыми носителями мутации.

Б о л е зн ь  ф е н о т и п и ч е с к и  п р о я в л я е т с я  
только у гомозиготных по мутантному гену

особей (рецессивный гомозиготный генотип 
BL/BL).

Больны е ж ивотны е имею т замедленны й 
рост, тусклую  взъерош енную  шерсть, язвы 
в ротовой полости, шаткость зубов, а из-за 
низкой резистентности и нарушения иммуни
тета телята гибнут в 2-7 месячном возрасте от 
инфекционных болезней (диарея, пневмония 
и др.) [5, 6, 8].

Впервые это заболевание, сопровождающее
ся большой потерей телят от инфекций, обна
ружили при исследовании прямых потомков 
знаменитых американских быков -  родона
чальников голштинской породы: Осборндэй- 
ла Айвенго, Карлин М. Айвенго Белл, Пайсент 
Айвенго Стар. В СШ А в 1992 г. носителями 
5/,ЯО-синдрома было 15,6 % быков и 6 % ма
точного поголовья, а экономический ущерб 
оценен в 5 млн. долларов [5]. Интересно, что 
Япония буквально за 4 года (1992-1996 гг.) 
после проведения ДН К-диагностики имму
нодефицита снизила частоту встречаемости 
мутации BLAD с 13,4 до 0,31 % [2]. В Россию 
и Украину BLAD был завезен с потомками 
его внука -  А йвенго Белла [1,3,4]. В Бела
руси развернута крупномасш табная работа 
по генетическому улучш ению  белорусской 
черно-пестрой породы скота. Животноводство 
республики интенсивно развивается, приме
няя методы искусственного осеменения, мак
симально используя при этом лучших быков 
голштинской породы, ввозимых из-за рубежа. 
Поэтому несомненно, что ситуацию по рас
пространению мутации BLAD и в Беларуси 
следует держать под контролем.

Анализ генетической структуры популяций 
черно-пестрой породы крупного рогатого ско
та по гену CD 18 показал, что частота встречае
мости мутантного аллеля CD18BL составляет
0.03 (Табл.З). Выявлены носители мутации, 
несущие дефектный аллель в гетерозиготном 
состоянии (TL/BL). Процент гетерозиготных 
генотипов TL/BL гена CD 18 составил 6,61 % 
(Табл.З).
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Таблица 3

Анализ генетической структуры популяций черно-пестрой породы 
крупного рогатого скота в Беларуси по гену CD18 (BLAD)

Принадлежность Количество 
особей (п)

Частота встречаемости

генотипов, % аллелей ± ошибка

TL/TL TL/BL BL/BL TL BL
РСУП «Витебск 
племпредприятие» 117 99 Л 5 0,85 - 0,99±0,011 0,01 ±0.011

РСУП « Минское 
племпредприятие» 87 97,7 2,3 - 0,99±0.006 0,01 ±0.006

РУП «Гомельплемпредприятие» 89 97,75 2,25 - 0,99±0.011 0,01±0.011

ЗАО «Липовцы» 
Витебского района 120 95,84 4,16 - 0,98±0.013 0,02±0.013

СПК «Калиновый Лог» 
Талочинского района 20 65,0 35,0 - 0,83±0.085 0,17±0.085

ГУ СП «Племзавод «Мухавец» 
Брестского района 80 96,25 3,75 - 0,98±0.015 0,02±0.015

РУ СП «Племенной завод 
Красная звезда» 9 39 97,44 2,56 - 0,99±0,018 0,01 ±0,018

СПК «Снов»
Минское племпредприятие 206 98,05 1,95 - 0,99±0,007 0,01 ±0,007

среднее 758 93,39 6,61 0,97 0,03

В резул ьтате  п р о вед ен н ы х  нам и м о л е 
кулярно-генетических исследований быков- 
производителей РУ СП «Несвижский филиал 
Минского племпредприятия» выявлен один из 
носителей мутации BLAD. Это бык «Милан»

отечественной черно-пестрой породы. Про
слежена родословная быка «Милана», ведуще
го свое происхождение от знаменитого предка 
Карлин М.Айвенго Белл -  носителя мутации 
BLAD (Рис. 2).

бМ илан  58571 (BL/ TL -  носитель BLAD)

93осим а 103

9Г аван ь  1703

б М и ф  599835/1095 /
?  Лоза 2625 930747

б'Хуберт 18382
I

М ихель 502871
I

б  Белл 502528/1667363
(Карлин М.Айвенго 

Белл -  TL/BL)

бМэр30747/617 9Р.Л. Манди 14689202

/  бП . Фантастик

б*Манди 599863 
Т У -  свободен от CVM 
TL -  свободен от BLAD

б К  Суперсайер 400935 
TL

1839194 9 Марта бЛедман 9-Л. С. Джен бК.В.
| 139907649 1983348 3817647 Таб

бОдиссей 914 TL 1876240
| TL

б  Валиант о  Традишн
1650414 1682485 бВалиаш

1650414

Рис. 2. Генеологическая схема передачи аллеля BLAD быку Милану от знаменитого американского 
предка Карлин М.Айвенго Белл (генотип TL/BL).
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В Витебском племпредприятии диагности
рован скрытый носитель мутации BLAD -  бык 
«Ребус». Это представитель линии Монтвик 
Чифтейна.

В результате проведенных нами исследо
ваний было установлено, что нетель, достав
ленная из Венгрии и ее приплод в количестве 
2-х телят, а также молодняк от быка «Ребуса» 
унаследовали мутацию В LAD в гене CD 18 (ге
терозиготный генотип TL/BL).

При исследовании иммунологических по
казателей крови носителей мутации BLAD 
отклонений не установлено, что подтвержда
ет данные о том, что фенотипически болезнь 
проявляется только у гомозиготных по мутант
ному гену особей (рецессивный гомозиготный 
генотип BL/BL).

В СП К «Калиновый Лог» из 20-ти телят, 
рожденных от быка «Ребуса» у 7-ми диагно
стировали мутацию BLAD. Также было уста
новлено большое непроизводительное выбы
тие телят от быка «Ребуса» в раннем возрасте. 
Падеж телят произошел по причине врожден
ного иммунодефицита, обусловленного гомо
зиготным генотипом BL/BL, которые элими
нированы естественным отбором. Поскольку 
животные с гетерозиготным генотипом TL/BL 
являются скрытыми носителями мутации, не
обходимо индивидуально подходить к их ис
пользованию, а именно, при подборе родитель
ских пар исключить возможность получения 
рецессивных BL/BL -  гомозигот.

Анализ генеалогической схемы линии Кар
лин М. Айвенго Белл показал, что современные 
потомки, в родословной которых присутству
ют линии Лаусон, Вендег, Самуэл, должны 
обязательно подвергаться ДНК-диагностике 
на носительство мутации BLAD.

2. ДНК-диагностика дефицита фермента 
ур ид и и монофосфат-синтазы (DUMPS)  
крупного рогатого скота, обуславливаю
щего раннюю абортируемость эмбрионов у 
крупного рогатого скота

Недостаточность уридинмонофосфатсинта- 
зы и связанное с нею наследственное заболева
ние оротовая ацидоурия -  описано у человека. 
Дефицит уридинмонофосфат-синтазы прояв
ляется и у крупного рогатого скота (DUMPS).
Э та а номаг эя бм.чп ......  .......|------
пестрого и красно-пестрого голш тинского

скота в СШ А и Европе. Уридинмонофосфат- 
синтаза (UM PS) контролирует превращение 
уротата в уридинмонофосфат, который необ
ходим для биосинтеза пиримидинов [9-10]. 
Работами учены х института биохимии Се
верной К аролины , изучавш им и оротовую  
ацидоурию, было доказано, что заболевание 
обусловлено изменением в структуре белка 
уридинмонофосфат-синтазы [ 10,11 ].

Причиной заболевания является толковая 
мутация (зам ена цитозина на тимин), воз
никшая в 405 кодоне кодирующей части гена 
уридинмонофосфат-синтазы . Ген локализо
ван на первой хромосоме: 1 q34-36. М ута
ция ведет к появлению вместо смыслового -  
стоп-кодона. Точка мутации обозначена как 
R405Stop [9]. Данная мутация нарушает цикл 
синтеза пиримидиновых оснований, которые 
являю тся неотъемлемым компонентом для 
синтеза нуклезидфосфатов. Так как в моло
ке лактирую щ их коров, гетерозиготны х по 
DUMPS, наблю дается повы ш енное содер
жание оротата, то можно предположить, что 
данная мутация вызывает нарушение декар- 
боксилазной функции [10].

Б о л е зн ь  д е ф и ц и т а  ф е р м е н т а  у р и д и 
нмонофосфат-синтазы фенотипически про
является у рецессивных гомозигот (DP/DP- 
DUMPS). Этот генетический дефект вызывает 
летальность эмбрионов на ранней стадии раз
вития. У гетерозигот на 50 % наблюдается сни
жение ферментной активности UMPS в крови 
и повышение содержания уротата в молоке. 
Выявлено, что гетерозиготные коровы имеют 
более длинный межотельный период [11].

В 1992 году группа ученых под руковод
ством Шанкса исследовала потомков элитного 
быка Skokie Sensation Ned («Нед») -  высоко
продуктивного представителя голштинской 
породы, у которого впервые была обнаружена 
мутация DUMPS. Было установлено, что по
томки «Неда» являются носителями данной 
мутации. [7,8].

Швенгером в 1994 г. был предложен метод 
обнаружения рецессивных гомозигот у эм
брионов, получаемых in vitro [ 11 ] В ряде стран 
в родословных быков указываются результа
ты исследований на носительство мутации 
DUMPS.
-  Учетиши С т й  приведен dHJ.urз \ pi вня фер
мента UMPS у 85-ти коров -  дочерей 7-ми бы
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ков голштинской породы, у которых была об
наружена частичная недостаточность данного 
фермента. Активность UMPS в эритроцитах 
43-х дочерей была в норме, у остальных 42-х 
коров она составляла половину нормы. Предпо
лагается, что дефицит UMPS может приводить 
к торможению роста скота. Частота аномаль
ных животных у голштинского скота составила 
2,34 % [12] Среди 287-ми наиболее интенсивно 
используемых быков в США и Европе -  четыре 
были носителями мутации (13,14).

Начиная с конца 90-ых годов, исследования 
по выявлению генетических мутаций, в том 
числе и DUMPS, ведутся по всей Европе. В 
скрытой форме данное заболевание достаточ
но быстро распространяется среди животных 
голштинского и черно-пестрого скота, разво
димых в Европе, где частота мутации дости
гала более 2-х процентов [11-13]. В резуль

тате проведения молекулярно-генетических 
исследований, позволяющих контролировать 
распространение м утантны х аллелей гена 
UMPS, численность скрытых носителей му
тации снижена до 1 % [12,13]. В Европе про
должаются работы по диагностике мутации 
DUMPS [8]. Кроме того, учены ми активно 
исследуется вероятность связи дефицита фер
мента уридинмонофос фат-синтазы с другими 
заболеваниями, в частности с иммунодефици
том (BLAD), а так же с признаками молочной 
продуктивности скота [13-14].

Нами проведена ДНК-диагностика 428 жи
вотных, принадлежащих Витебскому и Мин
скому плем предприятиям  на носительство 
мутации DUMPS.

Результаты исследования по выявлению 
носителей мутации DUMPS представлены в 
таблица 4.

Таблица 4

Генетическая структура черно-пестрой породы крупного рогатого скота 
по мутации DUMPS, детерминирующей раннюю абортируемость эмбрионов

Кол-во
особей

(п)

Частота встречаемости генотипов, % Частота встречаемости 
аллелей

TD/TD (гомозиготный 
генотип -  здоровое 

животное)

TD/DP
(гетерозиготный 

генотип -  скрытый 
носитель мутации)

DP/DP
(гомозиготный 

генотип -  
больное живот

ное)

TD DP

428 98,4 1,6 0 0,99±0,005 0,01±0,005

Среди исследованных животных выявлено 
1,6 % гетерозиготны х генотипов, несущ их 
мутантный аллель DP-DUMPS. Скрытые но
сители мутации выявлены у коров из различ
ных хозяйств Беларуси. Это доказывает не
обходимость проведения Д Н К-диагностики

дефицита фермента уридинмонофосфатсин- 
тазы , так как мутация DUMPS вызывает у 
стельных коров гибель эмбрионов на ранних 
стадиях развития, что несомненно наносит 
прямой экономический ущ ерб животновод
ству республики.

Заключение
В результате проведенного молекулярно

генетического анализа выявлены животные -  
скры ты е н оси тел и  м утации  в гене CD 18 
(гетерозиготный генотип TL/BL) и особи -  
носители мутации DUMPS (гетерозиготный 
генотип TD/DP).

Необходимо отметить важность проведе- 
ния скрининговых работ, направленных на 
вы явление ген ети ч ески х  деф ектов. ДН К-

диагностика крупного рогатого скота по вы
явлению  скрытых носителей иммунодефи
цита (BLAD-синдром) и дефицита фермента 
уридинмонофосфатсинтазы {DUMPS), приво
дящего к ранней абортируемости эмбрионов 
в племенном поголовье, позволит контроли
ровать распространение данных мутаций и 

—снизить наносимый ими существенный эко
номический ущерб.
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В противном случае это может привести к уве- поголовья крупного рогатого скота в селекцион- 
личению частоты мутантных аллелей в популя- ных программах представляется нам небезопас- 
ции. Бесконтрольное использование племенного ным и экономически неоправданным.
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