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Аннотация:  

Выполнен сравнительный анализ генетических структур групп 

голштинизированного крупного рогатого скота, отличающихся по 

инфицированности вирусом бычьего лейкоза (BLV), по полиморфизму 

фрагментов ДНК разной длины, фланкированных инвертированными 

повторами нуклеотидными последовательностями (GAG)6C, (AG)9C, 

(AGC)6G (ISSR-PCR-маркеры). Животные были подразделены на три группы, 

свободные от инфекции (РИД-BLV-) и две группы инфицированных: 

несущие антитела к вирусным белкам и клоны клеток с геномной встройкой 

провирусной ДНК BLV (РИД+BLV+) и несущие антитела к вирусным 

белкам, но без клонов клеток с геномной встройкой провирусной ДНК BLV 

(РИД+BLV-). Выявлено вовлечение в межгрупповую дифференциацию 

фрагментов геномной ДНК разной длины, фланкированных 

инвертированным повтором последовательности микросателлита (AGC)6G, 

который, по литературным данным, тесно связан с ретротранспозонами. 

Генетические расстояния, оцененные по таким фрагментам, оказались почти 

в два раза больше между группами РИД-BLV- и РИД+BLV+, по сравнению с 

отличиями между РИД-BLV- и РИД+BLV-. Обсуждается вовлечение в 

популяционно-генетическую дифференциацию крупного рогатого скота по 

устойчивости к инфицированию BLV механизмов внутриклеточной защиты 

от ретротранспозиций.  
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Abstract:  

The comparative analysis of the genetic structures of cattle groups that 

differ in bovine leucosis virus (BLV) infection, according to polymorphism of 

different lengths DNA fragments flanked by microsatellite inverted repeats 

(GAG)6C, (AG)9C, (AGC)6G (ISSR-PCR markers) was carried out. The animals 

were divided into three groups - free from infection (REID-BLV-) and two groups 

of infected ones: bearing antibodies to viral proteins and cell clones with insertions 

in genomic DNA of proviruses DNA BLV (RID+BLV+) and carriers of antibodies 

to viral proteins, but no cell clones with proviruses DNA BLV insertions 

(RID+BLV-). Identified involvement in intergroup differentiation of genomic 

DNA fragments of different lengths flanked by inverted repeat sequences of 

microsatellite (AGC)6G, which, according to the literature, is closely associated 

with retrotransposons. Genetic distances estimated according to such fragments, 

were almost two times more between groups of RID-BLV- and RID+BLV+, 

compared to the differences between the RID-BLV- and RID+BLV-. The 

involvement in population-genetic differentiation of cattle for resistance to BLV 

infection the mechanisms of intracellular protection from retrotransposition were 

discussed.  

Key words: cattle, bovine leucosis virus, ISSR-PCR markers, genetic 

differentiation, genetic mobile elements 
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Введение 

Распространение вируса бычьего лейкоза (BLV) приносит 

существенный экономический ущерб молочному и мясному скотоводству, по 

подсчетам некоторых исследователей, около 525 млн. долларов в год [11]. 

Ситуация осложняется еще и тем, что до сих пор не удается разработать 

оптимальных методов предупреждения его распространения. В последние 

годы особое внимание уделяется исследованиям закономерностей и 

молекулярно-генетических основ распространения BLV не только в связи с 

экономическими потерями в молочном скотоводстве, но и с тем, что BLV 

принадлежит к дельтавирусам, подсемейству орторетровирусов семейства 

ретровирида и филогенетически связан с вирусом Т клеточного лейкоза 

человека 1 типа (HTLV-1) [18], что позволяет использовать информацию о 

механизмах онкогенного действия BLV в качестве модели в изучении 

лейкозов человека, индуцируемых близкими ретровирусами.  

Генетическая дифференциация крупного рогатого скота по 

чувствительности и устойчивости к инфицированию BLV обсуждается 

достаточно давно, как правило, такие внутригрупповые отличия связывают с 

полиморфизмом по генам второго класса главного комплекса 

гистосовместимости BoLA-DRB3 (например, [8, 14, 15]). В то же время, 

известные проблемы неуспешности вакцинации против антигенов белков 

BLV [12, 17], естественный отбор против B клеточных клонов, 

продуцирующих вирусные антигены [13], не позволяет предполагать, что 

полиморфизм одного гена антиген-презентирующей системы может лежать в 

основе сложной геномной сети, связанной с устойчивостью к ретровирусной 

инфекции. Еще одним свидетельством сложности таких сетей является тот 

факт, что в ряде исследований многократно подтверждено, что носители 

антител к BLV могут быть свободны от В клеточных клонов, несущих в 

своем геноме встройку провирусной BLV ДНК. По литературным данным 

количество таких животных в стадах крупного рогатого скота, 

инфицированных BLV, встречается более чем 7% животных [16]. В наших 

собственных исследованиях такие животные встречались достаточно часто 

[5, 7]. 

В наших предыдущих исследованиях с использованием метода 

полилокусного генотипирования (геномного сканирования) с применением 

ISSR-PCR маркеров (Inter-Simple Sequence Repeats – Polymerase Chain 

Reaction) мы рассмотрели эффективность использования этого метода для 

выявления популяционно-генетической дифференциации черно-пестрого 

голштинизированного скота в связи с их отличиями по молочной 

продуктивности, инфицированности BLV и происхождению от разных 

производителей [4]. Получены данные, свидетельствующие о том, что ISSR-



Научное электронное периодическое издание ЮФУ «Живые и биокосные системы», № 20, 2017 г. 

 

Глазко В. И., Косовский Г. Ю., Тагмазян А. А., Глазко Т. Т., Вовлечение микросателлита AGC в 

популяционно-генетическую дифференциацию крупного рогатого скота по устойчивости к 

инфицированию вирусом бычьего лейкоза // «Живые и биокосные системы». – 2017. – № 20; URL: 

http://www.jbks.ru/archive/issue-20/article-9 

PCR маркеры - спектры ДНК фрагментов, фланкированных 

инвертированным повтором микросателлита праймера (AG)9C, объединяли 

группы коров с повышенной молочной продуктивностью, (GA)9C, (GAG)6C, 

(AGC)6G, (ACC)6G – инфицированных BLV, независимо от их удоя. 

Оказалось также, что имеется определенная связь между повышенной 

молочной продуктивностью и инфицированностью коров BLV, что хорошо 

согласуется с литературными данными [1, 3]. В то же время, в наших 

исследованиях потомки трех производителей отличались от всех остальных 

не только инфицированностью BLV, но и низкой молочной 

продуктивностью, что, по-видимому, отражает общий сниженный 

адаптивный потенциал.  

Для того, чтобы оценить участие спектров ISSR-PCR в 

дифференциации крупного рогатого скота по чувствительности к 

инфицированию BLV, в настоящем исследовании выполнено сопоставление 

таких спектров у коров, свободных от инфекции, инфицированных BLV 

(экспрессирующих антитела к BLV, РИД+, и несущих встройку провирусной 

ДНК BLV в своем геноме) и РИД+, но без встройки провирусной ДНК BLV в 

геноме, с использованием в качестве праймеров в PCR фрагментов 

микросателлитов (GAG)6C, (AG)9C и (AGC)6G. 

Материалы и методика 

В исследования включены коровы, помеси симменталы х голштины 

(в ряде поколений проводилось поглощающее скрещивание на голштинов) 

хозяйства «Заря», Пензенской области. Кровь забирали из хвостовой вены 

животных.  

ДНК выделяли из образцов цельной крови с помощью набора Синтол 

(Россия). Животные диагностировали на наличие антител (РИД+/-) и наличие 

встройки провирусной ДНК BLV с использованием разработанного нами 

ранее ДНК теста [6]. PCR выполнялось в амплификаторе «NYX Technik». Все 

животные были генотипированы по ISSR-PCR-маркерам с использованием в 

полимеразной цепной реакции (PCR) в качестве праймеров нуклеотидные 

последовательности (GAG)6C, (AG)9C, (AGC)6G. PCR проводили в 

следующем режиме: первичная денатурация (95 °С, 2 мин.), денатурация ( 94 

°С, 15 с), отжиг (55 °С, 15 с), элонгация (72 °С, 2 мин.) – 40 циклов, 

финальная элонгация (72 °С, 2 мин.). Для амплификации использовался 

набор реагентов HS-Taq Polimerase dNTP (Evrogen) и соответсвующий 

протокол производителя. 

Электрофоретический анализ продуктов амплификации проводили с 

использованием 1,2%-го агарозного геля в 1хTAE-буфере с добавлением 

бромистого этидия (10 мг/мл) в течении 1,5 часа. Для визуализации 

фрагментов ДНК использовался источник ультрафиолета трансиллюминатор 
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“ECX-F20 M”. Размер фрагментов ДНК определяли при помощи маркера 

длин O’GeneRuler DNA Ladder Mix (100-10 000 п.н.) (Thermo Scientific, 

США). 

На основании оценки присутствия/отсутствия индивидуальных 

фрагментов ДНК определенной длины у каждого из исследуемых животных 

была составлена бинарная матрица. Для математической обработки 

бинарных данных использовался алгоритм метода невзвешенного попарного 

среднего UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages) 

сервера DendroUPGMA и коэффициент подобия по Дайсу. Далее 

генетическое древо в формате Newick использовалось для построения 

дендрограммы в программе TreeView. Рассчитывали полиморфное 

информационное содержание – PIC (Polymorphic Information Content), или 

ожидаемая гетерозиготность, которая рассчитывается в программе GenAlEx 

6.5 исходя из предположения о том, что по каждому фрагменту ДНК, 

который рассматривался как отдельный локус, исследуемая группа животных 

находится в равновесии Харди-Вайнберга. Частоту встречаемости животных 

без фрагмента ДНК определенной длины учитывали как гомозиготу по 

рецессивному аллелю (q2) и по формуле Харди-Вайнберга p2 + 2pq + q2 

находили 2pq, затем усредняли полученные значения по всем учитываемым 

фрагментам ДНК спектра определенного праймера, усредненное значение 

представляли как PIC.  

Результаты и их обсуждения 

Исследованные коровы поделены на три группы: группа животных, 

свободных от инфекции, обозначали «РИД-BLV-»; инфицированных BLV c 

антителами и со встройкой в геном провирусной ДНК BLV – как 

«РИД+BLV+»; животных с антителами, но без встройки провирусной ДНК 

BLV – как «РИД+BLV-». Результаты оценок полиморфного 

информационного содержания (PIC, или ожидаемая гетерозиготность) 

спектров продуктов амплификации (ампликонов) для каждого праймера у 

коров трех исследованных групп приведены в таблице 1. 

Таблица 1 – Полиморфное информационное содержание (PIC) спектров 

продуктов амплификации ди- и тринуклеотидных праймеров у 

исследованных групп коров 

Праймеры РИД-BLV- (N=10) РИД+BLV+ (N=10) 
РИД+BLV- 

(N=11) 

(GAG)6C 0 0 0 

(AGC)6G 0,050 0,208 0,245 

(AG)9C 0 0,108 0,122 

 N – количество животных 
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По полученным данным (табл.1) видно, что у группы коров, 

свободных от инфекции, показатель PIC по спектрам ампликонов по 

фрагментам геномной ДНК, фланкированным инвертированными повторами 

всех трех микросателлитов (GAG)6C (10 фрагментов ДНК), (AG)9C (8 

фрагментов ДНК) и (AGC)6G (10 фрагментов ДНК), существенно ниже, чем у 

двух инфицированных BLV групп коров (табл.1). Судя по полиморфизму 

суммарно 28-ми локусов, группа коров, свободных от инфекции, отличалась 

от двух групп инфицированных животных относительно повышенной 

огомозигоченностью. 

Наименьший полиморфизм наблюдался у всех групп коров в 

спектрах апликонов праймера (GAG)6C, наибольший – в спектрах праймера 

(AGC)6G (табл.1). Микросателлит (AGC)6G представляет особый интерес, 

поскольку по литературным данным известна его тесная ассоциация с 

транспозирующимися элементами [10]. Фрагменты геномной ДНК, 

фланкированные инвертированным повтором именно этого микросателлита, 

в наибольшей степени вовлекались в дифференциацию между группами 

черно-пестрых голштинизированных коров, судя по результатам наших 

предыдущих исследований [4].  

На основании полилокусных генотипов фрагментов геномной ДНК 

разной длины, фланкированных инвертированным повтором (AGC)6G, 

построена дендрограмма, отражающая генетические взаимоотношения 

между исследованными коровами, принадлежащими к группам 

инфицированных BLV животных (РИД+BLV+; РИД+BLV-) и свободных от 

инфекции (РИД-BLV-), представленная на рисунке 1.  
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Рис. 1 – Дендрограмма генетических взаимоотношений в масштабе 

значений дистанции М. Нея между группами коров, инфицированных BLV 

животных (РИД+BLV+; РИД+BLV-) и свободных от инфекции (РИД-BLV-), 

построенная с использованием в программы TreeView на основании частот 

встречаемости фрагментов разной длины геномной ДНК, фланкированных 

инвертированным повтором (AGC)6G. Цифрами обозначены номера 

образцов крови исследованных коров. 

 

На дендрограмме отчетливо видно, что 8-мь коров из 10-ти 

исследованных группы РИД+BLV+ образуют общий подкластер, 

отличающий их от других групп, и только коровы №13 и №33 попадают в 

подкластеры, в которых присутствуют животные из других групп (рис.1). 19 
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коров групп РИД-BLV- и РИД+BLV- формируют два общих подкластера, 

дифференцирующихся от группы РИД-BLV- (рис.1). Полученные данные 

свидетельствуют об относительно большем сходстве между животными, 

свободными от инфекции BLV, и инфицированными, но без наличия клонов 

В клеток, несущих в геноме встройку провирусной ДНК BLV.  

Величины генетических расстояний (М.Ней) свидетельствуют о том, 

что действительно, наибольшее генетическое расстояние наблюдается между 

инфицированной (2. РИД+BLV+) и неинфицированной (1. РИД-BLV-) 

группами животных. Группа 3. РИД+BLV- находится между ними, но ближе 

к группе животных, свободных от инфекции (табл. 2; рис. 2). 

 

Таблица 2 – Величины генетических расстояний (М.Ней) между группами 

коров, свободных от инфекции BLV (1. РИД-BLV-); инфицированных с 

наличием антител к белкам BLV и клонов В клеток с интеграцией в геном 

провирусной ДНК BLV (2. РИД+BLV+); инфицированных с наличием 

антител к белкам BLV и отсутствием клонов В клеток с интеграцией в 

геном провирусной ДНК BLV (3. РИД+BLV-). 

 
 1. РИД-BLV- 2. РИД+BLV+ 3. РИД+BLV- 

1. РИД-BLV- - 0.4273 0.0997 

2. РИД+BLV+ 0.4273 - 0.2767 

3. РИД+BLV- 0.0997 0.2767 - 

 

 
Рис. 2 – Графическое изображение генетических расстояний (М.Ней) между 

группами животных, инфицированных BLV (2. РИД+BLV+; 3. РИД+BLV-) и 

свободных от инфекции (1. РИД-BLV-) 
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Полученные данные подтверждают результаты наших более ранних 

исследований, свидетельствующие о том, что полиморфизм фрагментов 

разной длины геномной ДНК, фланкированных инвертированным повтором 

нуклеотидной последовательности (AGC)6G, вовлекается в популяционно-

генетическую дифференциацию коров, инфицированных BLV, и свободных 

от инфекции [4] и, кроме того, свидетельствует о выраженных отличиях по 

генетической структуре групп инфицированных BLV животных, 

утрачивающих клоны В лимфоцитов с геномной встройкой провирусной 

ДНК BLV, и несущих такие клоны.  

Важно подчеркнуть, что сравнительный анализ секвенированных 

участков геномной ДНК, фланкированных инвертированным повтором 

последовательности (AGC)6G, у инфицированных BLV и свободных от 

инфекции черно-пестрых голштинизированных коров позволил получить 

данные о том, что у инфицированных BLV животных в таких геномных 

участках повышена частота встречаемости мобильных генетических 

элементов и продуктов их рекомбинаций, что позволило нам прийти к 

выводу о том, что у инфицированных BLV животных относительно снижена 

защита от геномных транспозиций [2]. 

Заключение  

Группы коров, инфицированных BLV и свободных от инфекции 

отличаются по генетической структуре по полилокусным спектрам 

фрагментов ДНК, фланкированным инвертированным повтором (AGC)6G. 

Наибольшие отличия обнаруживаются между животными, свободными от 

инфекции и продуцирующими не только антитела к белкам BLV, но и 

несущими клоны B клеток с геномной встройкой провирусной ДНК BLV. По 

генетической структуре коровы, продуцирующие антитела, но с отсутствием 

клонов B клеток с геномной встройкой провирусной ДНК BLV, оказываются 

почти в два раза ближе к животным, свободным от инфекции. Тесная связь 

микросателлита AGC с мобильными генетическими элементами [10], 

выявленная нами ранее повышенная частота встречаемости мобильных 

генетических элементов и продуктов их рекомбинаций в секвенированных 

геномных последовательностях, фланкированных инвертированным 

повтором этого микросателлита у инфицированных BLV животных по 

сравнению со свободными от инфекции, позволяет предположить вовлечение 

систем защиты от геномных транспозиций в дифференциацию животных по 

устойчивости и чувствительности животных к инфицированию BLV. 

Известные данные о вовлечении врожденного и адаптивного иммунитета в 

устойчивость крупного рогатого скота к инфицированию BLV [9], 

полученные нами результаты позволяют предположить участие в 

формировании устойчивости к инфекции BLV не только систем клеточного 
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иммунитета, но и внутриклеточных факторов, контролирующих геномную 

защищенность от ретротранспозиций.  
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