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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ТЕХНОЛОГИИ KASP ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ АССОЦИАЦИЙ 
ОДНОНУКЛЕОТИДНЫХ ВАРИАНТОВ В ГЕНАХ GPAD4, CCL3, DGKG, 

PPARGC1A, STAT1, TLR4 С МОЛОЧНОЙ ПРОДУКТИВНОСТЬЮ 
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

© 2022 г.   М. В. Модоров1, 2, *, А. А. Клещева1, К. Р. Осинцева1,
И. В. Ткаченко1, М. Ю. Севостьянов1, Н. Н. Зезин1

1Уральский федеральный аграрный научно-исследовательский центр 
Уральского отделения Российской академии наук, Екатеринбург, 620142 Россия

2Институт экологии растений и животных Уральского отделения 
Российской академии наук, Екатеринбург, 620144 Россия

*e-mail: mmodorov@gmail.com
Поступила в редакцию 04.02.2022 г.

После доработки 07.04.2022 г.
Принята к публикации 12.04.2022 г.

С использованием метода KASP-генотипирования определены частоты аллелей шести однонуклео-
тидных полиморфизмов (SNP) в выборке племенного голштинизированного черно-пестрого скота
Свердловской области. SNP8: g.107062990G>A гена TLR4 (rs8193048) не проявил изменчивости в
анализируемой выборке крупного рогатого скота, остальные SNP были изменчивы. Проведен ассо-
циативный тест между генотипами коров и удоем за 305 дней первой лактации, процентным содер-
жанием и количеством жира и белка молока. Для SNP CCL3 rs109686238, DGKG rs41608610,
PPARGC1A rs133669403 и STAT1 rs43705173 – ассоциации не выявлены. При проведении маркер-
ориентированной селекции, направленной на увеличение молочной продуктивности голштинизи-
рованного черно-пестрого скота Свердловской обл., использовать эти локусы не рекомендуется.
Для SNP27: g.36531442T>C гена GPAD4 (rs109913786) показана ассоциация с процентным содержа-
нием жира в молоке. Дана рекомендация по использованию этого SNP в программах маркер-ори-
ентированной селекции уральской популяции голштинизированного черно-пестрого скота.
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Дикий бык (Bos taurus L. 1758) является одним
из наиболее важных объектов животноводства,
генетическим исследованиям которого уделяется
много внимания. К настоящему времени рас-
шифрован геном и получены тысячи прочтений
полного генома представителей многих пород [1,
2]. Разработаны и активно используются SNP-
чипы, включающие от нескольких десятков до
сотен тысяч маркеров [3–5]. Для тысяч геновари-
антов показаны ассоциации с хозяйственно цен-
ными признаками крупного рогатого скота [6–8].

Основной массив данных, способствующих
современному прогрессу генетических исследо-
ваний крупного рогатого скота, получен с ис-
пользованием SNP-чипов и прочтений полного
генома. В то же время существует ряд научных и
прикладных задач, которые могут быть эффек-
тивно (дешевле и быстрее) решены с использова-
нием более простых методов генетических иссле-
дований. К таким задачам можно отнести:

1. Подтверждение достоверности происхожде-
ния породы крупного рогатого скота с использо-
ванием STR-маркеров [9, 10].

2. Определение геновариантов менделирующих
признаков (фенов, проявление которых опреде-
ляется одним геном). В качестве примера можно
привести наследственные заболевания крупного
рогатого скота [11–13], одну из мутаций гена
CSN3 (однонуклеотидный полиморфизм SNP –
6: g.85656736T>C, rs43703015), ассоциированную
с сыродельческими качествами молока, а также од-
ну из мутаций в гене CSN2 (SNP 6: g.85451132C>G,
rs43703013), определяющую так называемое
А2-молоко [14].

3. Поиск казуальной мутации для какого-либо
признака [15, 16]. Довольно часто скрининг выбор-
ки, проведенный с использованием SNP-чипов и
полногеномного секвенирования, указывает на
наличие нескольких кандидатных геновариан-
тов, ассоциированных с исследуемым признаком
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[15, 17–23]. Для выбора казуальной мутации необ-
ходимо оценить распространение кандидатных ге-
новариантов в популяции и их связь с фенотипом.

4. Различного рода научные проекты, в задачи
которых входит генотипирование образцов по не-
большому числу маркеров [24, 25]. В эту же группу
можно включить задачи, связанные с проведением
маркер-ориентированной селекции по локусам,
вносящим существенный вклад в проявление ко-
личественных хозяйственно ценных признаков
животных.

Если есть необходимость определить геноти-
пы небольшой по размеру выборки животных,
процедура постановки и оптимизации ПЦР мо-
жет являться наиболее долгим, трудоемким и не-
предсказуемым этапом работы. В связи с этим
интерес представляют методы ПЦР, не требую-
щие значительных ресурсозатрат на этапе поста-
новки реакции и определении геновариантов жи-
вотных. В качестве подобного метода в данной
работе мы рассмотрим KASP (competitive allele
specific PCR, конкурентная аллель-специфиче-
ская ПЦР).

KASP позволяет проводить генотипирование
образцов по принципу “один локус в одной лунке”
(uniplex) с использованием реагентов LGC Genom-
ics (http://www.lgcgenomics.com, https://www.bio-
searchtech.com/). Состав реагентов реакции, как и
последовательность уникальных праймеров для
исследования целевого полиморфизма, является
коммерческой тайной производителя, детекция
продукта проводится по конечной точке. В каче-
стве локусов могут быть выбраны биаллельные
SNP, инсерции и делеции [26, 27]. Удобство ис-
пользования KASP определяется простотой по-
становки реакции (необходимо смешать универ-
сальный мастер-микс, праймеры и ДНК). Кроме
этого, метод подразумевает использование еди-
ной для всех маркеров последовательности тем-
ператур и времени термоциклирования. В данной
работе с использованием метода KASP-геноти-
пирования будет проанализирована связь шести
SNP с молочной продуктивностью голштинизи-
рованного черно-пестрого скота Свердловской обл.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования был племенной гол-
штинизированный черно-пестрый скот 2016–
2018 гг. рождения, содержащийся в сельскохозяй-
ственной организации, расположенной на террито-
рии Свердловской обл. Данные о продуктивности
животных (удой за 305 дней первой лактации,
процентном содержании и массе белка и жира в
молоке) брали из ИАС “Селэкс – Молочный скот”.
Размеры проанализированных выборок коров
для разных маркеров составили от 91 до 182 голов.

ДНК выделяли из крови, законсервированной
в ЭДТА, с использованием набора “ДНК-Экс-
тран-1” (“Синтол”, Россия). Концентрацию ДНК
измеряли с использованием Nabi Spectrophotom-
eter (MicroDigital, Респубика Корея). В качестве
генетических маркеров были выбраны шесть
SNP, для которых ранее в работе E. Viale с соавт.
[3] была показана ассоциация с молочной про-
дуктивностью, либо количеством жира в молоке
голштинской породы крупного рогатого скота,
разводимой на территории Италии. При заполне-
нии формы заказа реагентов использовали UCSC
GenomeBrowser (https://genome-euro.ucsc.edu/),
из которого брали последовательность нуклеоти-
дов в районе расположения мутации. Названия
SNP и последовательности ДНК с их локализацией
приведены в табл. 1. Реагенты были изготовлены
LGC Genomics (США), заказ осуществляли через
официального дистрибьютора LGC Genomics в
России ООО “Максим Медикал”. KASP-геноти-
пирование проводили с использованием Applied
Biosystems Real-Time PCR System 7500 согласно
протоколу производителя реагентов. Для ампли-
фикации использовали 96-луночные прозрачные
планшеты Kirgen (KG2561) и пленку для планше-
тов (KG2571). Расшифровку генотипов проводи-
ли после 42 циклов ПЦР.

Статистическую обработку данных проводили
в R-project [28]. Выполняли ассоциативный тест
между генотипом коров и их молочной продук-
тивностью, а именно: удоем за 305 дней первой
лактации, процентном содержанием и массой
белка и жира в молоке. При проведении ассоциа-
тивного теста использовали дисперсионный анализ
(ANOVA), множественные сравнения групповых
средних выполняли с использованием критерия
Тьюки. При проверке статистических гипотез ис-
пользовали уровень статистической значимости
p < 0.05. Вводили поправку Бонферрони на мно-
жественное сравнение p < 0.05/6 = 0.0083 (шесть
генетических маркеров).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Частоты аллелей и генотипов шести исследуе-

мых SNP представлены в табл. 2. SNP8:
g.107062990G>A гена TLR4 не проявил изменчиво-
сти, все проанализированные особи имели гомози-
готные генотипы GG. Остальные пять локусов были
изменчивы. Для трех SNP частоты минорных алле-
лей не более чем на 3% отличались от частот, от-
меченных для популяции голштинской породы
скота, разводимой на территории Италии [3], они
составили 22% для DGKG rs41608610, 20% для
PPARGC1A rs133669403 и 16% для CCL3 rs109686238.
Частота минорного аллеля STAT1 rs43705173 в вы-
борке уральского скота составляет 38%, что на во-
семь процентов больше, чем в популяции Ита-
лии. Для GPAD4 rs109913786 обнаруженная нами
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частота минорного аллеля составляет 36%, что на
17% больше, чем в выборке итальянских голшти-
нов. Во всех случаях наблюдаемые частоты гено-
типов статистически значимо не отличались от
частот, соответствующих равновесию Харди–
Вайнберга (p < 0.05).

Ассоциативный тест выявил связь генотипов
SNP27: g.36531442T>C гена GPAD4 с процентным
содержанием жира в молоке коров за первую лакта-
цию (р < 0.00029). Особи с генотипом CC статисти-
чески значимо превосходили особей с генотипом
TC (p = 0.0018) и особей с генотипом TT (p = 0.0031),
рис. 1. Особи с генотипом CC имели средний про-
цент жира в молоке – 3.87%, особи с генотипом
TC – 3.73%, с генотипом TT – 3.69%. Ассоциаций
других генотипов с молочной продуктивностью
коров выявлено не было.

Минимальное достаточное количество ДНК
для корректного определения генотипа составило
не менее 50 нг/реакцию.

ОБСУЖДЕНИЕ

Во многих исследованиях полногеномного по-
иска ассоциаций (GWAS) было показано, что в
районе локализации гена GPAD4 находится локус
количественного признака (QTL), связанного с
процентным содержанием жира молока. Связь
различных геновариантов GPAD4 с процентным
содержанием жира в молоке была показана для
нескольких пород крупного рогатого скота [2, 3,
29–31].

Исследуемый нами SNP27: g.36531442T>C ге-
на GPAD4 (rs109913786) локализован в третьем из
12 экзонов, мутация является синонимичной. Ранее
ассоциативный тест для данного локуса был прове-
ден только в двух работах. Для швицкой породы ко-
ров ассоциация геновариантов rs109913786 с молоч-
ной продуктивностью обнаружена не была [32],
тогда как для скота голштинской породы, разво-
димой на территории Италии, локус был ассоции-
рован как с процентным содержанием, так и с коли-
чеством жира в молоке [3]. Согласно результатам

Таблица 1. Локализация исследуемых SNP в геноме Bos taurus с указанием последовательностей, используемых
при заказе реагентов для KASP-генотипирования

Примечание. * – сверху позиция в сборке генома Bos_taurus_UMD_3.1.1/bosTau8 (https://genome-euro.ucsc.edu/), внизу – по-
зиция в сборке генома ARS-UCD1.2 (106 annotation release, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ** – данные взяты с сайта
https://www.ensembl.org/.

SNP (ген) Положение 
SNP* Последовательность Присутствие локуса 

на SNP-чипах**

rs109913786
(AGPAT6,
syn. GPAD4)

chr27:
36220692
36531442

AGCGGGAGCAGTAAGGCCCTGGACAACAC
TCCCGAGTTTGAGCTCTCGGA[T/C]ATTTTCT
ATTTCTGCCGGAAAKGAATGGAGACCATCA
TGGACGATGAGGT

Illumina
BovineHDBead
Chip

rs109686238
(CCL3)

chr19:
14673538
14359777

CACACGAATAGGGCAGGCGCGATGTTGCCC
GGGACRGTGGCCCAAGCCTC[T/C]TTTGGAT
GGAAGGAACTGAATTAAGGAATTCCCGCCA
GAGGACCAGGAAG

Illumina
BovineSNP50
BeadChip

rs41608610 
(DGKG)

chr1:
81589478
80999135

AGTATACAATAGCCACATGTGGCTAATGGC
TAAGTCACTTTGGCAACTTA[C/T]GGAGATA
AAAAAACAGAAAGGAGACAGTAAGACAGA
TTATTTGGTATTTG

Illumina
BovineHDBead
Chip, Illumina
BovineSNP50
BeadChip

rs133669403
(PPARGC1A)

chr6:
44875315
43401661

ATTACCTGGGCCGCCGGCTATGGGGCGATC
TTGAACGTGACGCRCACAGG[A/G]GCGAATT
TCGGTGTGTGCGGTGTCTGCAGTGGCCTGA
CTCATAGTAGTAG

rs43705173
(STAT1)

chr2:
79888611
79518124

GCTTTATGATGCTGGCTAATATCAATAGAA
GGAAGTAAACTTTACAAATT[C/T]ATGAGTA
GTATCTTCCATTTCAGCTTTAATACCAAAGT
TGAATATATTCTG

rs8193048
(TLR4)

chr8:
108834063
107062990

CGATCATCAGTGTGTCGGTGGTCACTGTGC
TCCTGGTGTCTGTGGTAGGR[G/A]TCCTAGT
CTACAAGTTCTATTTCCACCTGATGCTTCTT
GCTGGCTGCAAA
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нашего исследования, геновариант CCSNP27:
g.36531442T>C гена GPAD4 ассоциирован с высо-
ким процентным содержанием жира в молоке
голштинизированного черно-пестрого скота
Свердловской обл.

Таким образом, метод KASP-генотипирова-
ния показал свою эффективность при проведе-
нии популяционно-генетических исследований
крупного рогатого скота. Метод позволил расшиф-
ровать генотипы животных для всех SNP, попавших
в сферу наших интересов, при этом затраты време-
ни на дизайн реагентов и отработку протоколов ам-
плификации были минимальными. SNP GPAD4
rs109913786 можно рекомендовать для использова-
ния в программах маркер-ориентированной селек-
ции уральской популяции голштинизированного
черно-пестрого скота. Для пяти SNP, а именно:
DGKG rs41608610, PPARGC1A rs133669403, CCL3
rs109686238, STAT1 rs43705173, TLR4 rs8193048,
ассоциации с удоем, процентным содержанием
жира и белка в молоке в выборке голштинизиро-
ванного черно-пестрого скота обнаружены не
были. При проведении маркер-ориентированной
селекции, направленной на увеличение молоч-
ной продуктивности голштинизированного чер-
но-пестрого скота Свердловской обл., использо-
вать эти локусы не рекомендуется.

Таблица 2. Частота встречаемости аллелей и генотипов в выборке голштинизированного черно-пестрого скота
Свердловской обл.

Примечание. N – число проанализированных особей.

SNP (ген) N Генотип Частота генотипа, % Частота аллеля, %

rs109913786
(AGPAT6, syn. 
GPAD4)

180 TT 15.0 T 36.1
TC 42.2 C 63.9
CC 42.8

rs109686238
(CCL3)

182 AA 72.8 A 84.3
AG 23.9 G 15.7
GG 3.3

rs41608610 
(DGKG)

171 AA 61.4 A 77.8
AG 32.8 G 22.2
GG 5.8

rs133669403
(PPARGC1A)

89 GG 64 G 80.3
GA 32.6 A 19.7
AA 3.4

rs43705173
(STAT1)

92 GG 35.9 G 62.5
GA 53.2 A 37.5
AA 10.9

rs8193048
(TLR4)

91 GG 100 G 100
GA 0 A 0
AA 0

Рис. 1. Жирность молока у коров с разными геноти-
пами по замене 27: g.36531442T>C (rs109913786) в гене
GPAD4.
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Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 20-016-00239.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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KASP Technology Use to Study Associations of Single Nucleotide Polymorphism 
in GPAD4, CCL3, DGKG, PPARGC1A, STAT1,

TLR4 Genes with Cattle Milk Production
M. V. Modorova, b, *, A. A. Kleshchevaa, K. R. Osintsevaa,

I. V. Tkachenkoa, M. Yu. Sevost’yanova, and N. N. Zezina

aUral Federal Agrarian Scientific Research Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, 620142 Russia
bInstitute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, 620144 Russia

*e-mail: mmodorov@gmail.com

The allele frequencies of six single-nucleotide polymorphisms in a sample of Holstein Black Pied cattle of the
Sverdlovsk oblast were determined using the KASP-genotyping method. The minimum sufficient amount of
DNA for a correct genotype determination is at least 50 ng per reaction when DNA was isolated from the
blood of animals. Locus 8: g.107062990G>A of the TLR4 gene (rs8193048) showed no variability, other loci
were variable. An association test was performed between cow genotypes, as well as milk yield in 305 days of
the first lactation, percentage and amount of milk fat and protein. The associations doesn’t found for
rs109686238, rs41608610, rs133669403, rs43705173, rs8193048 loci. Significant SNP trait associations were
observed for polymorphisms located in AGPAT6 genes (locus 27: g.36531442T>C, rs109913786) for fat yield.

Keywords: PCR, genotyping, SNP, Holstein, milk yield, milk composition.
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