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Проведен полногеномный поиск ассоциаций (GWAS) у овец карачаевской породы с использовани-
ем ДНК-биочипов Ovine Infinium HD BeadChip 600K для выявления вариантов однонуклеотидного
полиморфизма (SNP), связанных с породной принадлежностью. На основании проведенного ана-
лиза было выявлено более 100 SNP, имеющих высокодостоверные различия в частоте встречаемо-
сти у животных карачаевской породы; для последующей оценки было отобрано по пять единичных
SNP с наивысшими показателями на хромосомах 12, 13 и 14. Три замены находятся в экзонах генов,
одна расположена в интроне, остальные – на разном удалении от генов. Самую высокую достовер-
ность в ассоциациях с породной принадлежностью показали замены rs408511664, rs429132161 и
rs409651063 (р = 4.637 × 10–84), находящиеся на 14-й хромосоме и встречающиеся только у овец ка-
рачаевской породы. Большинство обнаруженных SNP локализованы рядом с генами, играющими
немаловажную роль в процессе развития фенотипических признаков (TUBB3, MC1R, BMP2,
LYPLAL1-201, PAPPA2). Проведенные исследования позволяют использовать совокупность выяв-
ленных SNP в качестве информативных молекулярных маркеров при идентификации породной
принадлежности карачаевских овец.
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Определение породной принадлежности овец
является основой для селекционной работы. В
настоящее время оно выполняется с использовани-
ем показателей фенотипа и данных родословной с
подтверждением достоверности происхождения [1,
2]. Однако этой информации на современном уров-
не развития овцеводства уже недостаточно. Новые
методы оценки породной принадлежности необ-
ходимы для выявления различий у близких по
происхождению пород, для регистрации новой
породы, определения происхождения гибридов,
при выполнении экспертизы мясной продукции
и целом ряде других мероприятий [3, 4]. Особен-
но это актуально в странах с большим количе-
ством используемых пород. К таким относится и
Россия, где официально зарегистрировано более
40 пород овец.

Наиболее перспективным для оценки породной
принадлежности является применение современ-
ных достижений генетики. Методы кластеризации
овец на отдельные породы по молекулярным ДНК-
маркерам используются достаточно давно. Для

этого чаще всего применяют генотипирование по
микросателлитным локусам [5]. Их полиморфиз-
ма достаточно для разделения животных на груп-
пы, соответствующие породе, по совокупности
встречающихся с разной частотой аллелей [6].

Между тем обратный процесс, т.е. определе-
ние породной принадлежности конкретного жи-
вотного по полиморфизму микросателлитных ло-
кусов, не может быть выполнен с высокой досто-
верностью. Это связано с тем, что уникальных
аллелей микросателлитных локусов, встречаю-
щихся только у одной породы, не обнаружено.
Поэтому оценка носит вероятностный характер и
не достаточна для точной идентификации поро-
ды. Тем не менее при проведении генетической
паспортизации или экспертизы продукции до-
стоверность определения породы по результатам
исследования ДНК должна приближаться к 100
процентам [7, 8].

Более точной оценку породной принадлежно-
сти можно сделать при использовании в качестве
маркеров вариантов однонуклеотидного поли-
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морфизма (Single Nucleotide Polymorphism, SNP).
Их количество в геноме значительно превышает
число микросателлитных локусов, а число алле-
лей, как правило, не более двух. Используя уни-
кальную комбинацию из нескольких SNP, встре-
чающихся только у исследуемой породы, вполне
можно достичь требуемой точности определения
породной принадлежности [9]. Для обнаружения
этих SNP можно использовать проведение пол-
ногеномного поиска ассоциаций с помощью
ДНК-биочипов высокой плотности [10]. Выпол-
нение исследования целесообразно по принципу
“случай–контроль”. При этом “случай” – живот-
ные исследуемой породы, а “контроль” – особи
других пород. Это позволит выявить однонуклео-
тидные варианты полиморфизма, достоверно от-
личающие исследуемую породу на уровне генома.
Обнаруженные SNP могут быть использованы
как молекулярные маркеры породы [11]. Распо-
ложенные рядом с ними гены можно рассматри-
вать как гены-кандидаты, их полиморфизм обес-
печивает проявление фенотипических призна-
ков, на основании которых животные были
выделены в отдельную породу [12].

Интересным представляется поиск молекуляр-
ных маркеров породной принадлежности среди
аборигенных пород овец, длительно существующих
в условиях относительной изоляции. Одной из та-
ких пород является карачаевская, разводимая в
условиях Северного Кавказа на протяжении
двухсот лет. По продуктивности она относится к
грубошерстным, однако используется как уни-
версальная. От овец получают шерсть (настриг у
баранов до 3 кг, у ярок до 2 кг), мясо (вес баранов
доходит до 70 кг) и молоко, выход которого со-
ставляет 50 кг в год. Несмотря на то что животные
эти некрупные, порода является скороспелой, а
мясо обладает высокими вкусовыми качествами.
Овцы отличаются высокой устойчивостью к воз-
действию климатических факторов, так как раз-
водятся в горной местности, а также резистентны
ко многим инфекционным заболеваниям [13, 14].

Целью нашей работы стал поиск новых моле-
кулярных маркеров карачаевской породы мето-
дом полногеномного поиска ассоциаций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводились на базе лаборато-
рий Всероссийского научно-исследовательского
института овцеводства и козоводства (ВНИИОК) –
филиала ФГБНУ “Северо-Кавказский федераль-
ный научный аграрный центр”, Сколковского
института науки и технологий “Сколтех”, Науч-
но-диагностического и лечебного ветеринарного
центра ФГБОУ ВО “Ставропольский государ-
ственный аграрный университет”, племенного
завода “Восток” Ставропольского края.

Исследование было организовано по принци-
пу “случай–контроль”, где “случай” соответство-
вал баранчикам карачаевской породы, а “кон-
троль” – баранчикам других пород. В группу
“случай” по итогам комплексной оценки были
отобраны 55 баранчиков карачаевской породы
(из 417 баранчиков, полученных от маток селекци-
онного ядра) в возрасте 12 мес. Критерии комплекс-
ной оценки (бонитировки) баранчиков – густота,
длина, тонина шерсти, ее настриг в чистом волокне,
качество жиропота, экстерьер, живая масса. По ре-
зультатам проведенной бонитировки все 55 ба-
ранчиков были отнесены к классу “элита” и име-
ли наиболее ярко выраженные признаки карача-
евской породы. Группа “контроль” состояла из
220 животных (по 55 особей каждой породы) се-
верокавказской мясо-шерстной породы, рома-
новской породы, породы джалгинский меринос и
российский мясной меринос. Они также отбира-
лись из представителей селекционного ядра по
тем же критериям комплексной оценки, как име-
ющие наиболее ярко выраженные признаки со-
ответствующей породы. Все баранчики были
клинически здоровыми.

Генотипирование

Геномную ДНК выделяли из образцов цель-
ной крови, взятой в асептических условиях из
яремной вены, с использованием набора Pure
Link Genomic DNA MiniKit (Invitrogen Life Technol-
ogies, США) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Генотипирование животных выполнялось с
использованием Ovine Infinium HD BeadChip 600K
(Illumina, США) согласно протоколу производите-
ля. Первичную обработку результатов генотипиро-
вания выполняли с использованием программного
обеспечения Genome Studio 2.0 (Illumina).

Контроль качества генотипирования

Контроль качества генотипирования проводи-
ли с использованием программного обеспечения
PLINK V.1.07 [15]. В обработку данных были
включены образцы с показателем количества вы-
явленных SNP (Call Rate) больше 0.95. Из анализа
были исключены SNP с частотой минорных алле-
лей (MAF – Minor Allele Frequency) меньше 0.01,
частотой потерянных генотипов (missing geno-
type) больше 0.1. В качестве порогового значения
по критерию Харди–Вайнберга (Hardy–Weinberg
equilibrium) методом Фишера использовалось
значение p = 0.00001. С положительным результа-
том контроль качества генотипирования прошли
все 275 образцов. Из 606006 SNP для дальнейшего
анализа были использованы 550991 полимор-
физм.
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Генетический и статистический анализы

Полногеномный поиск ассоциаций выполня-
ли с использованием программного обеспечения
PLINK V.1.07 [15] на основе оценки значимости
влияния SNP на породную принадлежность осо-
бей. Для подтверждения достоверности различий
при множественных сравнениях использовали
оценку р с поправкой Бонферрони. Визуализа-
цию и построение графиков проводили с приме-
нением пакета “QQman” на языке программиро-
вания R. Поиск генов-кандидатов выполнялся в
области 500000 пн вокруг SNP (половина санти-
морганиды), показавших достоверные различия
по встречаемости среди животных исследуемых
групп. Для картирования использовалась сборка
генома Oar_rambouillet_v1.0. Аннотирование ге-
нов выполнялось с использованием геномных
браузеров UCSC (www.genome.ucsc.edu) и Ensem-
ble (www.ensembl.org).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Полногеномный поиск ассоциаций частоты
встречаемости вариантов однонуклеотидного по-
лиморфизма с фенотипическими признаками ка-
рачаевской породы овец показал наличие очень
большого количества локусов, преодолевших по-
рог достоверности, установленный в соответ-
ствии с поправкой Бонферрони на уровне
‒log10(p) = 7 (рис. 1,а). Квантиль-квантиль гра-
фик (рис. 1,б) показывает, что абсолютное боль-
шинство исследуемых SNP имеет показатели, от-
личающиеся от таковых при подтверждении ну-
левой гипотезы (отсутствие достоверных

различий). Отклонение от ожидаемых значений
наблюдается начиная от величины –log10(p) > 0.5.

Наиболее высокие показатели достоверности
выявлены для SNP, расположенных на хромосомах
12, 13 и 14 (рис. 2). На 12-й хромосоме полиморфиз-
мы, связанные с породной принадлежностью, на-
ходятся в локусах по всей длине хроматид. Макси-
мальные отличия отмечены для rs424156280, нахо-
дящейся в позиции 73451671. Хромосома 13 имеет
целый пул SNP с высокими показателями досто-
верности, локализованный вблизи ее центральной
области. На 14-й хромосоме нами были выявлены
SNP с наибольшими показателями достоверности
ассоциаций с породной принадлежностью, одна-
ко их количество существенно уступает хромосо-
мам 12 и 13.

В связи с большим количеством SNP, досто-
верность связи которых с породной принадлеж-
ностью животных превышает установленный по-
рог, для дальнейшего анализа их расположения в
геноме относительно аннотированных генов бы-
ли отобраны по пять SNP с максимальными по-
казателями на хромосомах 12, 13 и 14 (табл. 1).

Из 15 рассматриваемых замен три находятся в
экзонах генов, одна в интроне, а остальные рас-
положены на разном удалении от кодирующих
генов. Ближе всего к границам генов находятся
замены rs408511664 и rs429132161 в 14-й хромосо-
ме. Замена rs415954733 в хромосоме 12 располага-
ется дальше всех рассматриваемых от ближайше-
го гена, однако это расстояние не превышает по-
ловины сантиморганиды. На основе сборки
генома Oar_rambouillet_v1.0. нам не удалось кар-
тировать замену rs409651063, поэтому ее парамет-

Рис. 1. Результаты полногеномного поиска ассоциаций у овец карачаевской породы. а – Манхэттенский график ре-
зультатов GWAS с набором значений –log10(p) для исследуемых SNP. Нижняя линия обозначает порог различий с
ожидаемой достоверностью различий при значении –log10(p) = 5, верхней линией указан порог высокой достоверно-
сти различий при значении –log10(p) = 7: б – Q-Q-график для вероятностей распределения достоверности оценок SNP
по всему геному. Точками обозначены значения –log10(p) для отдельных SNP. Линия обозначает ожидаемые значения
при подтверждении нулевой гипотезы об отсутствии ассоциаций.
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Рис. 2. Результаты поиска ассоциаций по хромосомам у овец карачаевской породы. а, в, д – Манхэттенский график
результатов GWAS с набором значений –log10(p) исследуемых SNP в отдельных локусах хромосом 12, 13 и 14. Нижняя
линия обозначает порог различий с ожидаемой достоверностью различий при значении –log10(p) = 5, верхней линией
указан порог высокой достоверности различий при значении –log10(p) = 7; б, г, е – Q-Q-график для вероятностей рас-
пределения достоверности оценок SNP, локализованных на хромосомах 12, 13 и 14. Точками обозначены значения
‒log10(p) для отдельных SNP. Линия обозначает ожидаемые значения при подтверждении нулевой гипотезы об отсут-
ствии ассоциаций.
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ры определены на основе сборки Oar_v3.1, со-
гласно которой она попадает в экзон гена. Пять
замен, локализованных на 13-й хромосоме, рас-
положены в одном межгенном пространстве, на
различном расстоянии от гена BMP2 (Bone Mor-
phogenetic Protein-2, BMP2). Две пары замен на
12-й хромосоме также находятся достаточно
близко друг от друга. Гены, расположенные в об-
ласти выявленных SNP, можно считать генами-
кандидатами с возможным влиянием на феноти-
пические признаки породной принадлежности
овец карачаевской породы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование подтвердило на-
личие генетических основ внутривидовой (по-
родной) изменчивости у овец. Выявлено доста-
точно большое количество SNP, достоверно раз-
личающихся по частоте встречаемости у овец
карачаевской породы и других пород овец. При
этом три замены на 14-й хромосоме были обнару-
жены только у карачаевских овец и не встреча-
лись ни у одной особи остальных пород. Две из
них, rs408511664 и rs429132161, расположены ря-
дом с геном тубулина бета 3 (Tubulin Beta 3 Class
III, TUBB3). Кодируемый им белок вместе с тубу-
лином альфа образуют структурную основу мик-

ротрубочек цитоскелета [16]. Кроме чисто меха-
нической поддержки формы клетки и расположе-
ния органелл, микротрубочки играют важную
роль в процессах транспорта внутриклеточных
компонентов и отдельных молекул. Также они
обеспечивают подвижность клеток, организацию
работы нейронов, секрецию везикул и многие
другие функции клеток [17]. Учитывая участие
белка тубулина в таком количестве жизненно
важных процессов, мы считаем, что его ген может
обеспечивать фенотипические особенности ка-
рачаевских овец.

Замена rs409651063 находится в экзоне гена,
кодирующего рецептор меланокортина 1 (Mela-
nocortin 1 Receptor, MC1R). Так же как и две опи-
санные выше замены она встречается только у ка-
рачаевских овец и не обнаруживается в группе
контроля. Рецептор меланокортина участвует в
регуляции синтеза меланина и влияет на цвет
шерсти и волос у млекопитающих [18]. Наличие
обнаруженной нами замены уже рассматривается
как маркер темного цвета шерсти у некоторых ви-
дов овец [19, 20]. Стоит отметить, что карачаев-
ская порода характеризуется шерстью черного
цвета, а животные в группе контроля имеют бе-
лый цвет шерсти. Таким образом, наши исследо-
вания подтверждают результаты, полученные
другими учеными, и позволяют считать ген MC1R

Таблица 1. Характеристика SNP с наибольшими показателями достоверности ассоциации с породной принад-
лежностью животных при проведении GWAS

Примечание. A1 – минорный аллель; A2 – главный аллель; F_A – частота минорного аллеля в группе карачаевских овец;
F_U – частота минорного аллеля у животных группы сравнения.

№ SNP Хромосома/ 
позиция A1 A2 F_A F_U p

Ген/расстояние
до гена

1 rs408511664 14/15483844 A G 0.75 0 4.637e-84 TUBB3/перед геном 6999 пн
2 rs429132161 14/15489751 A G 0.75 0 4.637e-84 TUBB3/перед геном 1092 пн
3 rs409651063

(Oar_v3.1)
14/14231948 A G 0.75 0 4.637e-84 MC1R/экзон 3, 105 aa,

D/N (миссенс-мутация)
4 rs413629721 14/15451699 С А 0.75 0.02 4.861e-72 LncRNA/экзон 10

(некодирующий транскрипт)
5 rs412344125 14/15448879 А С 0.74 0.02 8.764e-72 LncRNA/экзон 4

(некодирующий транскрипт)
6 rs427301675 13/51330485 A G 0.80 0.02 1.966e-81 BMP2/129839 пн
7 rs411672645 13/51327453 A G 0.80 0.02 1.402e-80 BMP2/126807 пн
8 rs412370368 13/51502951 A G 0.79 0.06 5.580e-63 BMP2/302305 пн
9 rs401025140 13/51506415 G A 0.79 0.06 5.580e-63 BMP2/305769 пн

10 rs425709044 13/51358671 G A 0.81 0.07 3.400e-62 BMP2/158025 пн
11 rs426400216 12/25137722 A G 0.68 0.03 1.133e-58 LYPLAL1-201/377126 пн
12 rs415954733 12/25076577 A G 0.72 0.07 5.472e-51 LYPLAL1-201/315981 пн
13 rs419909433 12/61840136 A G 0.75 0.09 5.502e-50 PAPPA2/перед геном 1724 пн
14 rs424156280 12/73451671 G А 0.52 0.02 1.016e-45 KCNK2/интрон 3
15 rs406878732 12/61816311 A G 0.75 0.11 3.803e-43 PAPPA2/25549 пн
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связанным с породной характеристикой карача-
евских овец.

Еще два SNP на 14-й хромосоме, rs413629721 и
rs412344125, располагаются в экзонах гена длин-
ной некодирующей РНК. Функции некодирую-
щих РНК до конца не изучены. Однако уже из-
вестно, что подобные РНК участвуют в регуляции
многих внутриклеточных процессов [21]. Это не
только влияние на трансляцию и транскрипцию
ДНК, но и прямое воздействие на работу молеку-
лярных комплексов в цитоплазме [22]. Эти заме-
ны обнаружены нами всего у 2% животных груп-
пы контроля, а у карачаевских овец носителями
являются 75% выборки. Исходя из приведенных
данных, ген длинной некодирующей РНК может
быть связан с породной принадлежностью изуча-
емых овец.

На 13-й хромосоме все пять отобранных нами
замен располагались на разном удалении от одно-
го и того же гена, кодирующего костный морфо-
генетический белок типа 2 (Bone Morphogenetic
Protein-2, BMP2). Вместе с другими белками этой
группы он регулирует развитие костной и хряще-
вой тканей, стимулируя остеогенную дифферен-
цировку клеток [23]. Было обнаружено, что поли-
морфизм гена BMP2 связан с размерами тела и
развитием мышц у крупного рогатого скота [24].
У овец выявлена связь этого гена с фенотипом
жирнохвостых овец [25], к которым относится и
карачаевская порода. Поэтому мы считаем воз-
можным связывать наличие обнаруженных нами
замен с породными особенностями карачаевских
овец.

Обнаруженные нами замены rs426400216 и
rs415954733 локализуются в области гена лизо-
фосфолипазы I (Lysophospholipase-like protein 1,
LYPLAL1). Несмотря на то что дистанция до гена
достаточно велика, она укладывается в половину
сантиморганиды. Это значит, что исследуемый
локус с большой вероятностью наследуется вме-
сте с указанным геном. Лизофосфолипаза прини-
мает участие в метаболизме фосфолипидов кле-
точной стенки и органелл. Однако, как и у других
фосфолипаз, у нее имеются и регуляторные
функции за счет включения в процессы синтеза
эйкозаноидов и других медиаторов межклеточ-
ной коммуникации [26]. Исходя из этого, мы счи-
таем ген LYPLAL1 возможным кандидатом, влия-
ющим на фенотип породы у овец.

Еще две замены на 12-й хромосоме, rs419909433
и rs406878732, находятся очень близко к гену пап-
пализина 2 (Рappalysin 2, PAPPA2). Эта металло-
протеиназа специфически разрезает протеин,
связывающийся с инсулиноподобным фактором
роста 5, важным стимулятором роста костей. Для
гена паппализина 2 была установлена связь с раз-
мерами тела у мышей [27], что позволяет считать
этот ген каким-то образом связанным с реализа-

цией фенотипических признаков карачаевской
породы.

В интроне гена, кодирующего один из белков
калиевого канала 2 типа (Potassium two pore do-
main channel subfamily K member 2, KCNK2), нами
выявлена замена rs424156280. Этот тип калиевых
каналов широко распространен в клетках орга-
низма, особенно в нейронах, и относится к классу
липидно-управляемых. Обеспечивая поддержа-
ние трансмембранного потенциала покоя, кана-
лы этого типа участвуют во всех клеточных про-
цессах, связанных с изменениями электрических
параметров мембраны [28]. Важность этих функ-
ций указывает на то, что ген KCNK2 вполне может
оказывать влияние на параметры фенотипа как
через связь с процессами трансмембранного
транспорта, так и посредством регуляции вегета-
тивной нервной системой.

Выявленные нами замены, достоверно различа-
ющиеся по частоте встречаемости у овец карачаев-
ской породы, по сравнению с другими породами,
располагаются рядом с генами, выполняющими
важные функции в развитии фенотипических
признаков. Для некоторых из них уже имеются
данные о связи с внешними параметрами живот-
ных. Мы считаем возможным использовать сово-
купность выявленных замен в качестве молеку-
лярно-генетических маркеров для подтверждения
породной принадлежности карачаевских овец.
Предложенные гены-кандидаты, которые могут
быть напрямую связаны с фенотипом животных,
требуют дальнейшего изучения для поиска поли-
морфизмов, обеспечивающих реализацию при-
знаков.

Работа выполнена при поддержке Минобрнауки
РФ в рамках Государственного задания Федераль-
ного государственного бюджетного научного учре-
ждения “Северо-Кавказский федеральный науч-
ный аграрный центр” АААА-А19-119072690006-3
(тема № 0513-2019-0002).

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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Genetic Markers of Karachaevsky Sheep Identified
by Genome-Wide Associations Study

A. Yu. Krivoruchkoa, O. A. Yatsyka, A. V. Skokovaa, *, and A. A. Kanibolotskayaa

aNorth Caucasus Federal Agrarian Research Centre, Stavropolskii kray, Mikhailovsk, 356241 Russia
*e-mail: antoninaskokova@mail.ru

A genome-wide associations study (GWAS) was carried out in Karachaevsky sheep using Illumina Ovine In-
finium HD BeadChip 600K DNA biochips to identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated
with the breed. Based on the analysis, more than 100 SNPs were identified that have highly significant differ-
ences in the frequency of occurrence in animals of the Karachaevsky breed, for subsequent assessment, 5 sin-
gle polymorphisms were selected with the highest indicators on the 12th, 13th and 14th chromosomes. Three
substitutions are located in the exons of genes, one is located in the intron, and the rest are located at different
distances from the genes. The substitutions rs408511664, rs429132161, and rs409651063 (р = 4.637 × 10–84),
located on chromosome 14 and found only in sheep of the Karachaevsky breed, showed the highest reliability
in associations with breed affiliation. Most of the detected SNPs are localized near genes that play an import-
ant role in the development of phenotypic traits (TUBB3, MC1R, BMP2, LYPLAL1-201, PAPPA2). The stud-
ies make it possible to use the set of identified SNPs as informative molecular markers in identifying the breed
of Karachaevsky sheep.

Keywords: sheep, molecular markers, DNA biochip, genome-wide associations study, single nucleotide poly-
morphism.
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