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Несмотря на все достоинства искусственного осеменения, эта технология способ-

ствует тому, что быки, носители генетических аномалий в скрытом состоянии, могут 
передавать их тысячам или даже десяткам тысяч дочерей и сыновей, что способствует 
накоплению различного рода мутаций в популяциях крупного рогатого скота. Нами 
разработана тест-система для выявления носительства гаплотипа НН4, а также уста-
новлена частота встречаемости носителей этой мутации среди быков-производителей 
голштинской породы, используемых в системе искусственного осеменения. 
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Despite all the advantages of artificial insemination, this technology contributes to the 
fact that bulls, carriers of genetic anomalies in a latent state, can transmit them to thousands 
or even tens of thousands of daughters and sons, which contributes to the accumulation of 
various kinds of mutations in cattle populations. We have developed a test system for detect-
ing haplotype carriers HH4, and also the frequency of occurrence of carriers of this mutation 
among the Holstein breeding bulls used in the artificial insemination system has been estab-
lished. 
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Голштинский гаплотип НН4 иден-

тифицирован в 2014 году. Рецессивный 
летальный аллель гена GART приводит к 
эмбриональной смертности на ранних 
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стадиях развития. В базе OMIA он зареги-
стрирован под номером 001826. Ген GART 
локализован на 1-й хромосоме в области 
1,9—3,3 Mb [2]. Установлено, что гаплоти-
пу HH4 соответствует миссенс-мутация 
A→Ц в положении 1.277.227 в гене GART 
(глицинамид-рибонуклеотид трансфор-
милаза), который катализирует биосин-
тез пурина и необходим для нормального 
эмбрионального развития [1].  

С 2013 года все поголовье быков 
США и Франции анализируется по этому 
гену. Частота встречаемости — 0,37 % в 
США, 7,2 % — во Франции. Широкое рас-
пространение гаплотипа HH4 произошло 
через французского быка JOCKO BESNE, от 
которого было получено более 1,7 млн доз 
семени. Число ферм во Франции, где ис-
пользуются дочери JOCKO BESNE, ‒ свыше 
23000 [2].  

Методика исследований. Исследо-
вания проведены на базе лабораторий 
биотехнологии ФГБНУ КНЦЗВ и молеку-
лярно-генетической экспертизы ООО НПО 
«Юг-Плем».  

Объект исследования - быки-
производители голштинской породы 3 
племенных предприятий: ООО «ЦентрП-
лем», АО «Невское» по племенной работе 
и ОАО «Племпредприятие «Череповец-
кое».  Общая численность выборки соста-
вила 259 голов. 

Молекулярно-биологические иссле-
дования проводились с использованием 
ДНК, выделенной из образцов спермы, 
методами полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), ПЦР и анализа полиморфизма длин 
фрагментов рестрикции (ПДРФ). Для вы-
деления ДНК из образцов семени исполь-
зовали наборы реагентов Diatom™ DNA 
Prep 100 ООО «Лаборатория Изоген» г. 
Москва. 

Для проведения ПЦР/ПДРФ исполь-
зовались микроцентрифуга Мини Спин 
(Eppendorf), амплификатор нуклеиновых 
кислот Т100 (Bio-Rad Laboratories), каме-
ры для горизонтального (SE-1, SE-2) элек-
трофореза (ООО «Хеликон»), источник пи-

тания Power Pac Basic (Bio Rad), трансил-
люминатор TFX (Vilber Lourmat). 

Режимы амплификации были подо-
браны c использованием функции 
«Gradient» амплификатора Т100.  

Результаты исследований и их    
обсуждение. С использованием данных 
базы OMIA и возможностей Gene Bank 
часть нами была разработана тест-
система для выявления гаплотипа HH4. 

Мы имели информацию о потенци-
альном носителе данного гаплотипа (бык 
NL524509038, https://www.cdn.ca). Обра-
зец семени этого быка был взят на анализ 
в качестве контрольного образца.  

Для генотипирования по локусу 
GART использовали праймеры следующей 
последовательности (подбор праймеров 
осуществлен нами в программе Primer 
Premier): 

HH4.1 5' 
TGAAGGTGTCCTCTATGCTGGTAT 3' 

HH4.2 5' 
CCTGGAAAACACACAATCAGTATG 3' 

Применялись следующие условия 
амплификации: 94 ◦C ‒ 3,5 мин; 94 ◦C ‒ 30 
с, 58 ◦C ‒ 34 с, 72 ◦C ‒ 30 с (30 циклов); 72 
◦C ‒ 3 мин. 

ПЦР-продукт (размером 256 п. н.), 
синтезируемый с мутантного аллеля, 
должен отличаться от ПЦР-продукта, счи-
тываемого с нормального аллеля точеч-
ной заменой одного нуклеотида A → C. 

Для выявления мутантного варианта 
аллеля была подобрана рестриктаза 
Tru9I, которая осуществляет разрыв цепи 
ДНК в нуклеотидной последовательности: 
TT↓АA. Полученные амплификаты под-
вергались воздействию эндонуклеазы 
Tru9I 3ч при 65 ◦C. 

Подобная рестрикция, в случае обра-
ботки амплификата нормального аллеля, 
приводит к образованию 3 фрагментов: 
60, 59 и 137 пар нуклеотидов; 

В случае аллеля с мутацией – 2 фраг-
ментов: 119 и 137 пар нуклеотидов. Визу-
ализация продуктов рестрикции прово-
дилась в 2,5% агарозном геле (рисунок).  
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Рисунок -  Электрофореграмма продуктов рестрикции амплификатов 
участка гена GART эндонуклеазой Tru9I 

1, 2, 4, 5, 7 ‒ продукты рестрикции амплификатов участка гена GART эндонуклеазой 
Tru9I от здоровых животных; 

3 ‒ контрольный образец (NL524509038); 
6 ‒ носитель гаплотипа НН4; 

9 ‒ амплификат участка гена GART 256 пн (не рестрицированный); 
5 ‒ маркер молекулярных весов с шагом 50 пн. 

 
В выборке 259 голов голштинского 

скота было выявлено 2 положительных 
образца от животных - носителей гапло-
типа НН4. Частота встречаемости гапло-
типа НН4 составила 1 %.  

Выводы. Таким образом, проблема 
распространения носительства гаплотипа 
НН4 для молочного скотоводства Красно-
дарского края в настоящее время не явля-
ется острой. Однако, как и в случае других 
гаплотипов, с целью не допустить в даль-
нейшем распространения мутации в гене 
GART, необходим мониторинг частоты 
встречаемости наиболее распространен-
ных генетических аномалий, прежде всего 
у быков-производителей. 
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