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В настоящее время интенсификация отрасли животноводства настоятельно требует дальнейшего развития теоретических основ и совершенствования организационных форм селекции за счет привлечения новых методов оценки  животных [4,7,9]. Молекулярно-генетические методы анализа, основанные на полиморфной природе ДНК, позволяют определять ряд генов, влияющих на формирование признаков продуктивности животных [6,8,11].

Ген рецептора пролактина (PRLR) на сегодняшний день рассматривается в качестве перспективного гена-маркера продуктивности свиней.  Рецептор пролактина является специфическим рецептором гормона передней доли гипофиза – пролактина (PRL), который в организме млекопитающих участвует в регуляции роста, метаболизма и размножения [17]. По структуре и биологическим свойствам пролактин имеет общие черты с гипофизарным гормоном роста (соматотропином, GH). Ген PRLR детерминирует специфический рецептор гормона передней доли гипофиза — пролактина, который в организме млекопитающих участвует в регуляции роста, метаболизма и размножения. Влияние пролактина в большей степени связывают с воспроизводительными качествами, развитием молочных желез и лактацией.  Пролактин также считается лютеотропным гормоном, поддерживающим существование желтого тела и образование им прогестерона [5].
Ген PRLR у свиней картирован на 16 хромосоме, и его AluI полиморфизм обуславливает наличие трех генотипов АА, ВВ и АВ [17]. Drogemüller C. с соавторами [10] была показана связь между генотипами гена PRLR и репродуктивными качествами свиней, такими как количество поросят при рождении и многоплодием. Дальнейшие исследования по этому вопросу показали, что предпочтительный генотип (т.е. определяющий высокий уровень продуктивности)  по гену PRLR для свиней разных пород и линий не является универсальным [1,14,16,17].  Для использования данного гена в качестве маркера продуктивности в селекционной работе необходимо проведения предварительных исследований с учетом породной и линейной принадлежности свиней.

Особый интерес среди кандидатов сигнальных молекул, участвующих в регулировании энергетического гомеостаза, представляет меланокортиновый рецептор-4 (MC4R) [1,5,15]. Точечная мутации в седьмом экзоне гена МС4R приводит к нарушению проведения гормонального сигнала лептина через МС4Rи, тем самым, влияет на признаки, определяющие откормочную и мясную продуктивность животного [15].

У свиней ген МС4R локализован на хромосоме 1 (SSC1). Функциональной особенностью MC4R является контроль массы тела и регуляция пищевого поведения. Механизмы этого действия до конца не изучены, но на основании имеющихся литературных данных можно заключить, что некоторые особенности данного процесса реализуются при взаимодействии МС4R с системой лептина [1]. 

На сегодняшний день считается, что в результате мутации в гене МС4R происходит нарушение проведения гормонального сигнала лептина.
Жировая ткань играет активную роль в регуляции энергетического гомеостаза организма, действуя как эндокринный орган. Изменения в этом обмене считаются важными для пубертатного перехода в репродуктивной функции. Лептин увеличивает секрецию гонадотропых гормонов, которые необходимы для инициации и поддержания нормальной репродуктивной функции [9,15].
На основании выше перечисленных особенностей, ген MC4R может оказывать влияние на репродуктивные качества свиней. Однако анализ литературных источников показал, что как правило, все работы посвящены откормочным и мясным качествам, в то время как влияние данного гена на репродуктивные качества свиней практически не изучены.
В связи с этим целью работы стало изучение влияния генов MC4R и PRLR на репродуктивные качества свиноматок породы ландрас.
Материалы и методы
Исследования проводились в лаборатории молекулярной диагностики и биотехнологии с.-х. животных Донского государственного аграрного университета.
Объектом исследования служили свиноматках породы ландрас (n=56). Влияние генотипов на репродуктивные  качества оценивали по количеству поросят при рождении (гол.), многоплодию (гол.), массе гнезда при рождении (кг). Все свиноматки содержались в одинаковых условиях и имели как минимум три опороса. Для анализа были взяты данные по первым трем опоросам.

Для проведения молекулярно-генетических исследований у животных были отобраны образцы ткани с ушной раковины площадью 1 см² (ушные выщипы). ДНК выделяли из ушных выщипов с применением набора реагентов DIAtom DNA Prep 100 (ООО «НПФ Генлаб»). Анализ проводили методом ПЦР-ПДРФ (полимеразной цепной реакции - полиморфизм длин рестрикционных фрагментов) [2,3,10]. Рестрикцию амплифицированного фрагмента гена MC4R и PRLR проводили эндонуклеазой TaqI и эндонуклеазой AluI, соответственно. По результатам молекулярно - генетического анализа определяли наличие и частоту аллелей и генотипов. 

Амплификацию фрагмента (163 п.н.) гена PRLR проводили с использованием праймеров 5'-CGTGGCTCCGTTTGAAGAACC-3';     5'-CTGAAAGGAGTGCATAAAGCC-3' в следующем режиме: предварительная денатурация при 94°С - 4 мин, 35 циклов: 94°С - 30 с, 55°С - 60 с, 72°С - 30с; заключительный синтез при 72°С - 7 мин [13,17].

Размер полученных рестрикционных фрагментов определяли методом электрофореза в 2,5%-ном  агарозном геле с добавлением бромистого этидия (рис.1).
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Рис. 1. Электрофореграмма результата ПЦР-ПДРФ гена PRLR/AluI в 2,5% агарозном геле

(Обозначения: 4,5,9 – генотип АA (85-, 59-, 19 н.п.); 1,8 – генотип ВВ (104- и 59 н.п.); 2,3,6,7 – генотип АВ (104-, 85-, 59- и 19 н.п.); 10 -  ДНК-маркер 100 bp (СибЭнзим))

Амплификацию фрагмента (226 п.н.) гена MC4R проводили с использованием праймеров 5'- TACCCTGACCATCTTGATTG – 3'; 5'- ATAGCAACAGATGATCTCTTTG-3' в следующем режиме: предварительная денатурация при 94°С- 5 минут, 35 циклов:  94°С - 30 с, 62°С - 30 с, 72°С – 30 с; заключительный синтез при 72°С - 7 мин [15].
Размер полученных рестрикционных фрагментов и генотипы определяли методом электрофореза в 2%-ном агарозном геле с добавлением бромистого этидия (рис.2).
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Рис. 2. Электрофореграмма результата ПЦР-ПДРФ гена MC4R/TaqI в 2 % агарозном геле

(Обозначения: 1,3,5,6,8– генотип АA (226 н.п.); 2– генотип GG (156- и 70 н.п.);4,7– генотип АG (226-,156- и 70 н.п.); 9 -  ДНК-маркер 100 bp (СибЭнзим))
Результаты исследований и обсуждения
В результате проведенных исследований у свиноматок породы ландрас были установлены генотипы АА, АВ и ВВ гена PRLR. При оценке распределения частот явным приоритетом располагал аллель А, который практически в равной степени закреплен в генотипах АА/PRLR и AВ/PRLR (табл.1). Низкой частотой обладал генотип ВВ/PRLR. В исследованиях Mikhailov N. [17] с соавторами на свиноматках крупной белой породы было установлено наличие всех трех генотипов АА, АВ и ВВ с частотой 24,5; 32,6; 42,9% соответственно. Частота аллеля В составила 0,59, аллеля А – 0,41. Таким образом, сравнивая полученные нами данные c исследованиями других ученых, можно отметить  различия частот аллелей  и генотипов гена PRLR у свиней в зависимости от породы.
Таблица 1- Частота аллелей и генотипов гена PRLR свиней породы ландрас

	Ген
	Частота аллелей
	Частота генотипов, %

	
	А
	В
	AA
	AВ
	ВВ

	PRLR
	0,66
	0,34
	48,4
	35,5
	16,1


В результате проведения ДНК-генотипирования свиноматок породы ландрас были установлены все три генотипа АА, AG и GG гена MC4R.  В исследуемой популяции наибольшей частотой обладал генотип GG (табл.2). 
Таблица 2 - Частота аллелей и генотипов гена MC4R свиней породы ландрас

	Ген
	Частота аллелей, %
	Частота генотипов, %

	
	А
	G
	AA
	AG
	GG

	MC4R
	0,39
	0,61
	21,9
	34,4
	43,8


Проведенные ранее исследования Гетманцевой Л.В. [15] показали, что у свиноматок крупной белой породы наибольшую частоту имел генотип АА, а частота аллелей А и G составила 0,89 и 0,11, соответственно. 
Анализ проведенных нами исследований воспроизводительных качеств свиноматок породы ландрас в зависимости от генотипов гена PRLR показал наличие достоверного влияния данного гена на количество поросят при рождении, многоплодие и массу гнезда при рождении (табл.3). 
Таблица 3 - Воспроизводительные качества свиноматок породы ландрас различных генотипов по гену PRLR
	Генотипы
	Количество поросят при рождении, гол
	Многоплодие, гол.
	Масса гнезда при рождении, гол

	АА
	14,7±0,697**
	13,5±0,52*
	19,6±0,86*

	АВ
	14,1±0,783
	12,8±0,73
	18,5±1,052

	ВВ
	12,4±0,631
	11,8±0,70
	17,1±0,91


٭- P<0,05; ٭٭- P<0,01
В качестве «желательного» установлен генотип АА/PRLR. Свиноматки генотипа АА по сравнению с аналогами генотипа ВВ имели большее количество поросят при рождении, многоплодие и массу гнезда при рождении  на 2,3 и 1,7 гол. и 2,5 кг, соответственно. Свиноматки генотипа АВ/PRLR по воспроизводительным качествам занимали промежуточное положение. Следовательно, концентрация «желательного» аллеля А/PRLR способствует повышению воспроизводительных качеств свиноматок породы ландрас.  

Полученные нами данные согласуются с результатами исследований Vincent A. с соавторами [12] на синтетической линии крупной белой породы (400 свиноматок, 1197 опоросов), где животные с генотипом АА имели в среднем на 0,66 поросенка больше, чем животные с генотипами АВ и ВВ. Это говорит о положительном влиянии аллеля А. По литературным данным у свиней породы ландрас в качестве «желательного» по воспроизводительным качествам рассматривается генотип АА, что также согласуется с нашими результатами.
В результате изучения в исследуемой популяции влияния генотипов гена MC4R было установлено достоверное влияния на количество поросят при рождении, многоплодие и массу гнезда при рождении (табл.4). 
Таблица 4 - Воспроизводительные качества свиноматок породы ландрас различных генотипов по гену MC4R
	Генотипы
	Количество поросят при рождении, гол
	Многоплодие, гол.
	Масса гнезда при рождении, гол

	AA
	15,0±0,49٭
	13,8±0,41٭
	20,6±0,75٭

	AG
	13,6±0,51
	12,5±0,51
	18,4±0,78

	GG
	13,8±0,92
	12,9±0,726
	18,6±0,93


٭- разность между генотипами АА и GG достоверна при р<0,05

В качестве «желательного» выступает генотип АА/MC4R. Свиньи генотипа АА/MC4R, относительно аналогов генотипа АG/MС4R, имели превосходство по количеству поросят при рождении на 1,4 гол., многоплодию 1,3 гол. и массе гнезда при рождении 2,2 кг. 
Полиморфизм гена MC4R обуславливает наличие двух аллелей А и G. Аллель А связан со скоростью роста, а аллель G - с меньшей толщиной шпика. У свиней породы ландрас генотип GG при соответствующем «групповом генотипе» способен, не влияя на скорость роста значительно снижать толщину шпика. Согласно исследованиям Klimenko A. с соавторами [15] для повышения откормочных и мясных качеств у свиней крупной белой породы является генотип AG, а «желательным» по воспроизводительным качествам генотип АА, что согласуется с полученными нами результатами на свиньях породы ландрас. Из этого всего следует, что полиморфизм гена MC4R может выступать как маркер  продуктивности свиней различной породной принадлежности. 

Выводы

В результате проведенных исследований, нами было установлено достоверное влияние полиморфизма генов PRLR и MC4R на воспроизводительные качества свиноматок породы ландрас. Полученные результаты подтверждают возможность использования данных генов в качестве генетических маркеров для повышения продуктивности свиней с учетом породной принадлежности.
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