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Аннотация
Обоснование. Для проведения качественной селекционной работы в попу-

ляциях крупного рогатого скота необходимо использовать методы секвениро-
вания нового поколения (NGS), которые позволяют за короткий промежуток 
времени оценить большие выборки животных по значительному количеству 
однонуклеотидных замен (SNP).

Материалы и методы. Проведено генотипирование крупного рога-
того скота голштинской породы черно-пестрой масти, разводимого в цен-
трально-черноземном регионе России (Белгородская область), с помощью 
NGS-секвенирования (мультилокусная панель TruSeq® Bovine Parentage Kit, 
Illumina США). 

Результаты. Было установлено, что большинство исследуемых живот-
ных являются межлинейными гибридами. Корреляционный анализ на со-
ответствие животных линий «Reflection Sovereign», «Montvik Chieftain» и 
«Vis Back Ideal» показал отсутствие корреляционной зависимости (r=0,165, 
р=0,106). Кроме того, 10,4 % голов являлись носителями гена, относящегося 
голштинской породе красно-пестрой масти. Также 61,5 % голов оказались 
носителями мутантного аллеля G (_SNPchr8_108833985), который снижает 
иммунитет и способствует развитию моракселлеза. Выявлены носители ряда 
неблагоприятных мутаций, таких как Синдактилия (SY) – 8.3 % голов, мута-
ции, приводящие к лейкизму (ген MITF) – 12,3% голов; а также мутации гена 
мелакортинового рецептора (MC1R) – 10,4% голов. Носители полулетальной 
мутации (аллель Т) в гене APAF1 составили 3,0 % голов, носители летальной 
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мутации (аллеля С) гена HH3 – 14,6% голов, носитель летальной мутации 
(аллеля С) гена HHB (BLAD) – 1,0% голов, носители полулетальной мутации 
(аллеля А) гена SLC35A3 – 2,0% голов. Все это свидетельствует об ошибках 
в селекционной работе. На фоне указанных неблагоприятных генетических 
факторов был отмечены носители мутаций с положительным эффектом, вли-
яющих на мясную и молочную продуктивность, а именно: носители мутации 
гена MSTN (аллель Т) – 50% голов, носители мутации в гене ABCG2 (аллель 
С) – 4,2 % голов, носители мутации в гене DGAT1 (аллель А) – 28.1 % голов, 
носитель мутации в гене CSN1S1 (аллель А) – 1 % голов. 

Заключение. Полагаем, что корректировка селекционной работы в от-
ношение указанных мутаций, как с отрицательным, так и с положительным 
эффектом, позволит хозяйствам создавать племенные ядра высокопродуктив-
ных животных, что будет способствовать повышение количества и качества 
молочной продукции.

Ключевые слова: крупный рогатый скот; SNP; NGS-секвенирование; ге-
нотипирование; летальные аллели
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Abstract
Background. To carry out high-quality breeding work in the cattle populations, 

it is necessary to use next generation sequencing (NGS) methods, which allow large 
samples of the animals to be assessed for a significant number of the single nucle-
otide substitutions (SNPs) in a short period of time.
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Materials and methods. Genotyping of the Holstein black-and-white cattle 
bred in the Central Black Earth region of Russia (Belgorod region) was carried out 
using NGS sequencing (multilocus panel TruSeq® Bovine Parentage Kit, Illumi-
na USA).

Results. It was found that most of the animals studied are the inter-line hy-
brids. Correlation analysis of the “Reflection Sovereign”, “Montvik Chieftain” 
and “Vis Back Ideal” lines showed no correlation dependency (r=0,165, p=0,106). 
Additionally, 10,4% of the cattle were carriers of the gene related to the Holstein 
red-and-white coat color. Furthermore, 61,5% of the cattle were carriers of the mu-
tant allele G (_SNPchr8_108833985), which lowers immunity and contributes to 
the development of moraxellosis. Carriers of several unfavorable mutations were 
identified, such as Syndactyly (SY) – 8,3%, mutations leading to leukism (MITF 
gene) – 12,3%, and mutations in the melanocortin receptor gene (MC1R) – 10,4%. 
Carriers of the semi-lethal mutation (allele T) in the APAF1 gene accounted for 
3,0% of the cattle, carriers of the lethal mutation (allele C) in the HH3 gene – 
14,6%, carriers of the lethal mutation (allele C) in the HHB (BLAD) gene – 1,0%, 
carriers of the semi-lethal mutation (allele A) in the SLC35A3 gene – 2,0%. All 
this indicates errors in the breeding work. Against the backdrop of these unfavor-
able genetic factors, carriers of mutations with a positive effect on meat and milk 
productivity were observed, namely carriers of the MSTN gene mutation (allele 
T) – 50%, carriers of the ABCG2 gene mutation (allele C) – 4.2%, carriers of the 
DGAT1 gene mutation (allele A) – 28,1%, carrier of the CSN1S1 gene mutation 
(allele A) – 1,0%. 

Conclusion. We believe that adjusting the breeding work regarding these muta-
tions, both with negative and positive effects, will allow farms to create core herds 
of high-productivity animals, which will contribute to increasing the quantity and 
quality of dairy products.
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Введение
В связи с разведением на территории России различных зарубежных 

пород крупного рогатого скота участились случаи завоза в страну спермы 
быков производителей, имеющих в генотипе мутантные аллели, снижаю-
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щие производственные показатели животных. Кроме того, на указанную 
проблему накладываются ошибки самих хозяйств при ведении родослов-
ных в племенной работе. Одним из способов решения этих проблем явля-
ется использование высокопроизводительного секвенирования (NGS) для 
генотипирования сельскохозяйственных животных, которое позволяет за 
короткий промежуток времени оценить большие выборки животных по 
значительному количеству однонуклеотидных замен (SNP) в хозяйственно 
значимых генах и осуществить эффективный отбор животных с потенци-
ально высокими и низкими показателями. 

Цель – исследовать поголовье крупного рогатого скота голштинской 
породы черно-пестрой масти, разводимого в хозяйствах центрально-чер-
ноземного региона России (Белгородская область) с помощью кастомизи-
рованной панели TruSeq® Bovine Parentage Kit (Illumina, США), созданной 
для высокопроизводительного секвенирования (NGS), позволяющей од-
новременно исследовать животных на 263 SNP.

Стоит отметить, что данные исследования были впервые проведены в 
популяции КРС, разводимых на территории Белгородской области.

Материал и методы
В анализе были задействована выборка из 96 особей крупного рогатого 

скота (племенные коровы), которые согласно племенным свидетельствам 
относились к голштинской породе черно-пестрой масти.

SNP-анализа был проведен c помощью кастомизированной панели 
TruSeq® Bovine Parentage Kit (Illumina, США). Выделение геномной ДНК 
осуществляли из цельной крови животного с помощью стандартного на-
бора «ДНК-экстран 1» (Синтол, Россия), согласно протоколу производи-
теля. Количественную оценку выделенных фрагментов ДНК проводили на 
флуориметре Qubit (Invitrogen). Концентрация ДНК каждого образца нахо-
дилась в диапазоне 10-25 нг/мкл. Подготовку ДНК-библиотек проводили 
согласно инструкции производителя «TruSeq Bovine Parentage Reference 
Guide». Амплификацию целевых последовательностей ДНК проводили 
на термоциклере Veriti (Аpplied Biosystems, США). Оценку качества би-
блиотеки осуществляли с помощью электрофореза в 4% агарозном геле. 
Во всех 96 образцах размер продукта ПЦР находился в диапазоне 200-300 
п.о., что соответствовало требованиям производителя. Секвенирование 
подготовленных фрагментов ДНК проводили на ДНК-секвенаторе MiSeq 
(Illumina, США) (секвенатор NGS, Next Generation Sequencing). Биоин-
формационную обработку полученных результатов проводили с помощь 
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программы SEQUENCE GENOTYPER-v1-0, в результате которой получа-
ли информацию в формате Excel, где были представлены генотипы ана-
лизируемых животных.

Результаты и их обсуждение
Проверка происхождения изученного поголовья КРС
Экспертизу достоверности происхождения проводили по 200 SNP, ре-

комендованных ISAG, включенных в используемую панель. В качестве 
порогового значения при определении породной принадлежности был вы-
бран 75 % уровень исключения (Q критерий). Для подтверждения индиви-
дуального соответствия особи породе использовали программу Structure 
(v. 2.3.1) [41]. Ввиду наличия в анализируемой группе коров потомков трех 
линий, идущих от отцов «Reflection Sovereign», «Montvik Chieftain» и «Vis 
Back Ideal», анализ был выполнен с указанием наиболее вероятного числа 
популяций k=3. Результаты генотипирования 96 особей голштинской по-
роды представлены на рисунке 1.

Согласно полученным данным, анализируемая популяция коров разде-
лилась на три группы, причем часть особей оказались гибридами, которых 
нельзя было отнести к той или иной линии (№ 10, 12, 41, 48, 60, 61, 62, 
70-76, 81, 82, 84, 90, 93, 94, 96). 

Основная часть особей оказались в пределах, не выходящих за 75 % 
уровень исключения, т.е. являлись чистопородными. Вместе с тем, про-
веденный корреляционный анализ на соответствие линий, выделенных 
одним цветом, определенной линии предка, показал отсутствие корреля-
ционной зависимости (коэффициент Пирсона r=0,165, р=0,106), что сви-
детельствует, либо о присутствии в популяции животных иных линий, 
либо об ошибках в документах при ведении племенного учета. Из пред-
ставленных трех линий наибольший процент совпадений с одним цветом 
(зеленым) обнаруживается в линии предка Reflection Sovereign (85,3% со-
впадений, что составляет 36,0 % от всего исследованного поголовья). В 
этой же группе обнаруживается наибольшее количество особей с Q=100 
%. Отнести оставшиеся два цвета (синий и красный) к какой-то опреде-
ленной линии предка не представляется возможным.

Кроме того, стоит отметить, что в исследованном поголовье 89,6 % 
голов соответствует голштинской породе черно-пестрой масти, тогда 
как 10,4 % голов являются носителями гена, относящегося к голштин-
ской породе красно-пестрой масти (MC1R_SNPchr18_14757910+MC1R_
SNPchr18_ аллель Т).
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Рис. 1. Популяционная структура выборки из 96 коров голштинской породы, 
полученная в программе STRUCTURE по данным SNP-анализа 200 локусов. 

Принадлежность к той или иной субпопуляции отображается высотой цветных 
столбиков внутри колонки образца. Один столбик – одно животное.

В качестве примера можно привести корову с № 4, которая является 
гомозиготой по аллелю красной окраски ТТ, имеющей красно-пестрый 
фенотип, хотя по документам относится к черно-пестрому варианту.

Исследование генетического полиморфизма маркерных генов 
хозяйственно ценных признаков
Согласно полученным данным мутантные варианты по большинству 

исследуемых генов, как с отрицательными, так и с положительными эффекта-
ми, отсутствуют. Вместе с тем, обращает внимание присутствие значительно-
го генетического груза по отдельным локусам (табл. 1). Так, в частности 61,5% 
голов являются носителями мутантного аллеля G (_SNPchr8_108833985, 
«PinkEye», инфекционный кератит, пастбищная слепота крупного рога-
того скота), из них 19 особей оказались гомозиготами по данной мутации 
(GG). Известно, что указанный мутантный аллель снижает иммунитет и 
способствует развитию моракселлеза, что сказывается на производствен-
ных показателях животных. Согласно данным, приведенным в мировой 
литературе, частота мутантного аллеля G в этом локусе довольно высока 
во многих группах животных из разных регионов. Например, в Индии 
его частота варьирует от 0,34 до 0,7 [23, 43]. В Бразилии среди поголовья 
голштиского скота частота аллеля G=0,46 [12], в Испании – 0,44 [26], в 
Китае – 0,45 [25]. Все это свидетельствует об отсутствии целенаправлен-
ной селекционной работы в этом направлении не только в России, но и в 
других странах. 

В белгородской группе выявлены носители ряда неблагоприятных му-
таций, таких как Синдактилия (Mulefoot, MFD; SY; HHM), вызывающая 
срастание копыт. Частота мутантного аллеля A составила 0,042 (носителя-
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ми явились 8,3 % голов скота), что сопоставимо с популяциями в других 
странах. Например, в Уругвае – 0,02 [34], в Корее – 0,04 [20]. Есть мнение, 
что в некоторых случаях может проводиться направленный искусствен-
ный отбор в пользу гетерозигот по этому локусу, т.к. носители мутантного 
аллеля могут отличаться повышенной молочной продуктивностью [16].

Таблица 1.
Частоты генотипов и аллелей крупного рогатого скота белгородской                    

популяции с отрицательным эффектом

№ Мутация Обозначение в панели TruSeq Bovine Частота 
аллеля

Частота 
генотипов

1 «PinkEye» SNPchr8_108833985 А – 0,594
G – 0,406

AA 0,386
AG 0,416
GG 0,198

2 Синдактилия 
(Mulefoot)

LRP4_SNPchr15_77675440+LRP4_
SNPchr15_.

G – 0,958
A – 0,042

GG 0,917
GA 0,083
AA 0,000

3 MITF MITF_SNPchr22_31769189 T – 0,937
A – 0,063

ТТ 0,875
ТA 0,125
AA 0,000

4 MC1R MC1R_SNPchr18_14757910+MC1R_
SNPchr18_

C – 0,943
T – 0,057

CC 0,896
CT 0,094
TT 0,010

5 APAF1 APAF1_SNPchr5_63150400 C – 0,984
T – 0,016

CC 0,969
CT 0,031
TT 0,000

6 HH3 SMC2_SNPchr8_95410507 T – 0,927
C – 0,073

TT 0,854
TC 0,146
CC 0,000

7 BLAD ITGB2_SNPchr1_145114963 T – 0,995
C – 0,005

TT 0,990
TC 0,010
CC 0,000

8 CVM SLC35A3_SNPchr3_43412427 G – 0,990
Т – 0,010

GG 0,979
GT 0,021
TT 0,000

Также в белгородской популяции КРС отмечены носители мутант-
ных аллелей в локусах, ответственных за окрасочные признаки живот-
ных. Так, у 6,3 % голов отмечены мутации, приводящие к лейкизму (ген 
MITF, аллель А), т.е. к частичной потере пигментации наружного покрова 
у животных. Такая низкая частота этого аллеля вероятно является поло-
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жительным моментом для белгородской популяции, т.к. в других регионах 
мира его частота существенно выше. Например, самая высокая частота 
аллеля А, определяющего белый фенотип, была отмечена в породе гере-
форд (до 0,92). В других породах частота аллеля А варьируется от низкой 
(якутская порода), до умеренной (бурятская) [14]. В Италии в популяции 
голштинского скота частота аллеля А составила 0,790, в симментальской 
породе – 0,926, в итальянской бурой породе – 0,271 [21].

По гену мелакортинового рецептора (MC1R), также влияющего на 
окрас шерсти, 10% изученных животных является гомозиготами по му-
тантному аллелю Т и еще 9,4 % голов оказались его носителями. В мире 
наиболее часто мутантный аллель Т встречается в азиатских породах. На-
пример, в Японии его частота составила 0,940 [36], во Вьетнаме – 1,0, в 
Китае и Бангладеш – 0,998 [40].

Кроме того, в ходе исследования были выявлены особи, несущие алле-
ли с летальным и полулетальным эффектом, которые подлежат обязатель-
ной элиминации (выбраковке) в племенных хозяйствах.

Носители полулетальной мутации (аллель Т) в гене APAF1, который в го-
мозиготном состоянии увеличивает вероятность аборта плода, в белгородской 
популяции составили 3.1%. Известно, что аллель Т в гене APAF1 отмечается 
в различных регионах мира, но везде его частота невысока. Например, в Бе-
лоруссии этот показатель оказался равным 0,014 [1], в Индии – 0,016 [17], во 
Франции – 0,013 [18], в Китае – 0,05 [44]. В других регионах России частота 
аллеля Т варьировала от 0,005 [24] до 0,023 [4]. Самое высокое значение от-
мечено в популяции голштинской породы Польши – 0,24 [31]. Таким обра-
зом, белгородская популяция оказалась в группе благополучных регионов по 
этой мутации.

У 14,6% голов в локусе HH3 (голштинский гаплотип 3) был выявлен ле-
тальный аллеля С (частота 0,073), который вызывает эмбриональную смерт-
ность до 60-х суток стельности. Полученный показатель почти вдвое и более 
превосходит аналогичные данные, полученные по популяциям из других 
стран и регионов РФ, где частота указанного аллеля не превышает 0,044. 
Например, в Индии частота аллеля С составила 0,015 [17], в Швейцарии 
и во Франции – 0,012 [18; 22], в Уругвае – 0,02 [35], в США – 0,014 [13], в 
Китае – 0,013 [44], в других регионах России – от 0,014 до 0,044 [24; 29].

Также в белгородской группе был выявлен единственный носитель 
летальной мутации (аллеля С) гена HHB (BLAD), вызывающей недоста-
точную адгезию лейкоцитов 1 типа. Такая низкая частота мутантного, без-
условно, является положительным моментом для белгородской группы. 
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Известно, в Германии в 2000 году носительство было 24%, а к 2007 году 
снизилось до 1,6%, в Чехии в 90-х годах частота носителей у голштинов 
достигала 13%, а к 2016 г стала менее 1%. В Турции в частота аллеля С у 
голштинов была 0,008 [10], в Белоруссии – 0,016 [2], в Казахстане – 0,005 
[6], в Китае – 0,007 [9], в Уругвае – 0,01 [34]. Все это свидетельствует о 
направленной селекции против этого генетического заболевания, как в 
мире, так и белгородском регионе.

У двух животных из Белгородской области была зафиксирована полу-
летальная мутация (аллель T) гена SLC35A3, вызывающего синдром слож-
ной деформации позвоночника (CVM). В других регионах, например, в 
Японии в популяции голштинской породы частота аллеля Т составила – 
0,065 [15], в Словении – 0,05 [35], в Китае – 0,047 [9], в Уругвае – 0,01 
[35], в Казахстане – 0,009 [6], в Турции – 0,017 [37]. Столь низкая частота 
этого аллеля свидетельствует о планомерной работе в сторону снижения 
частоты проявления данного недуга.

На фоне указанных неблагоприятных генетических факторов в иссле-
дуемой популяции присутствовали носители мутаций с положительным 
эффектом, влияющих на мясную и молочную продуктивность (табл.2).

Носители мутации гена MSTN (аллель Т), фактора дифференцировки 
роста 8, ответственного за достоверное (р<0,5) увеличение мускулатуры у 
крупного рогатого скота, составили 50% голов. По частоте встречаемости 
указанного аллеля белгородская популяция близка к показателю в других 
российских группах, где его частота в среднем составила 0,310 [7]. Вме-
сте с тем в ряде европейских стран частота аллеля Т не превышала 0,04 
[11], а во Франции у породы шароле оказалась равной 0,065, у породы 
лимузин – 0,003 [46].

Носители мутации в гене ABCG2 (аллель С), увеличивающей жирность 
молока в 3 раза – 4,2 % голов. В некоторых регионах мира, также как и 
в белгородской популяции голштинского скота, частота аллеля С в гене 
ABCG2 оказалась невысокой. Например, в Польше она составила 0,01 [30], 
в Турции – 0,019 [47], в Иране и Австралии – 0,03 [8; 39]. Тем не менее 
в ряде государств, вероятно ведется планомерная работа по увеличению 
доли носителей этого положительного аллеля. Например, в Израиле у гол-
штинов его частота оказалась равной 0,2 [42], в США – 0,195 [27], что 
сопоставимо с показателями в популяции джерсейской породы в Польше 
[32]. Полагаем российским племенным хозяйствам нужно также прово-
дить работу в сторону увеличения доли аллеля С для повышения жирно-
сти получаемого молока.
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Таблица 2.
Частоты генотипов и аллелей крупного рогатого скота белгородской                    

популяции с положительным эффектом

№ Мутация Обозначение в панели 
TruSeq Bovine

Частота 
аллелей Частота генотипов

1 MSTN MSTN_SNPchr2_6215942 C – 0,698
T – 0,302

CC 0,489
CT 0,417
TT 0,094

2 ABCG2 ABCG2_SNPchr6_38027010 A – 0,979
C – 0,021

AA 0,958
AC 0,042
CC 0,000

3 DGAT1 DGAT1_SNPchr14_1802265 G – 0,844
A – 0,156

GG 0,719
GA 0,250
AA 0,031

4 CSN1S1 CSN1S1_SNPchr6_87157909 G – 0,995
A – 0,005

GG 0,990
GA 0,010
AA 0,0

Носители мутации в гене DGAT1 (аллель А), которая достоверно (р<0,05) 
ассоциирована с увеличение жирности молока – 28,1 % голов. Данная ча-
стота аллеля явно уступает аналогичным показателям, отмеченным в других 
странах. Например, в Чехии для голштинской и симментальской породы 
его частота составила 0,96, в Румынии – 0,956 [28], в Китае – 0,830 [19], в 
Чили – 0,660 [38], других регионах России – от 0,6 до 0,74 [3; 5].

Носитель мутации в гене CSN1S1 (аллель А), показывающей более вы-
сокие характеристики содержания в молоке белка αS1-казеина– 1 % голов. 
Уровень носительства положительного аллеля А в гене CSN1S1 в белгород-
ской группе аналогичен таковому в других группах. Например, в Италии 
среди голштинского скота его частота равна 0,003 [47], а в Польше – 0,006 
[33]. Вероятнее всего, для голштинской породы такая частота аллеля А яв-
ляется обычным показателем.

Заключение
Использование технологии NGS позволило выявить определенные 

недочеты в селекционной работе племенных хозяйств Белгородской об-
ласти, занимающихся разведением голштинского скота. Полагаем, что кор-
ректировка селекционной работы в отношение указанных мутаций, как с 
отрицательным, так и с положительным эффектом, позволит хозяйствам 
создавать племенные ядра высокопродуктивных животных, что будет спо-
собствовать повышение количества и качества молочной продукции.
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