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 РЕФЕРАТ 
В статье представлены результаты мониторинга распространенности леталь-
ного рецессивного гаплотипа фертильности HH6 у голштинского скота, акту-
ального для современной селекции. Исследование проведено на выборке из 
194 животных (94 быка-производителя и 100 коров), отобранных с трех веду-
щих племенных предприятий Российской Федерации. Для генотипирования 
использовали комбинацию методов ПЦР-ПДРФ и ПЦР в реальном времени, 

направленных на детекцию точковой мутации (g.29020700 A>G) гена SDE2 - гомолог 
гена обслуживания теломер (telomere maintenance homolog). Метод ПЦР-ПДРФ заклю-
чался в амплификации фрагмента гена размером 524 п.н. с последующим анализом ре-
стрикционных паттернов. Для валидации результатов проводили ПЦР в реальном време-
ни с использованием коммерческого набора реагентов «HH6-RT-100» (ООО 
«ВетГеномика», г. Новосибирск). В результате анализа был идентифицирован один бык-
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носитель мутации HH6 среди 94 быков-производителей, что соответствует частоте носи-
тельства 1,1%. Среди коров носителей мутации не обнаружено. Полученные данные под-
черкивают важность продолжения системного скрининга для контроля над распростра-
ненностью гаплотипа HH6. Методика ПЦР-ПДРФ доказала свою надежность и рекомен-
дуется для внедрения в практику племенных предприятий и лабораторий, занимающихся 
геномной селекцией. Реализация ДНК-тестирования позволит предотвратить инбредные 
спаривания и минимизировать экономические потери, обусловленные эмбриональной 
смертностью, тем самым способствуя совершенствованию селекционно-племенной ра-
боты в молочном скотоводстве. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
 Современная селекция молочного 

скота, в особенности голштинской поро-
ды, базируется на интенсивном использо-
вании ограниченного числа быков-
производителей методом искусственного 
осеменения. Данный подход привел к 
существенному сужению генетического 
разнообразия и накоплению в популяциях 
рецессивных летальных мутаций [1]. В 
гомозиготном состоянии такие мутации 
вызывают эмбриональную смертность, 
приводя к прямым экономическим поте-
рям вследствие снижения выхода телят и 
повышения затрат на воспроизводство 
стада. 

В последние годы у голштинского 
скота было идентифицировано семейство 
рецессивных гаплотипов фертильности, 
нарушающих репродуктивную функцию. 
Одним из них является гаплотип HH6 
(OMIA ID 002149-9913), расположенный 
на 16-й хромосоме. 

Гаплотип HH6 представляет собой 
летальный рецессивный генетический 
дефект, вызванный точковой мутацией 
A>G в кодоне-инициаторегена SDE2. 
Название гена является историческим и 
восходит из периода его первоначальной 
идентификации у дрожжей, где он был 
охарактеризован как SAN1-dependent 2 
(SDE2). Важно отметить, что эта этимо-
логия не отражает фундаментальной 
функции белка, установленной в дальней-
шем. Основная физиологическая роль 
белка SDE2 заключается в критически 
важном участии в поддержании стабиль-
ности генома, в регуляции репарации 
повреждений ДНК и обеспечение ста-
бильности теломер. 

Мутация в гене приводит к сокраще-
нию белка-предшественника на 83 амино-

кислоты и полной потере его функции. 
Дефицит данного белка является причи-
ной гибели эмбрионов на ранних стадиях 
развития. Установлено, что мутация в 
гаплотипе HH6 происходит от быка HO-
LUSAM000002070579 (MOUNTAIN, 1987 
г. рождения), широко использовавшегося 
в селекционных программах, что обусло-
вило риск ее распространения в популя-
циях по всему миру [2]. 

Распространенность гаплотипа HH6 
варьирует в широких пределах: от 1,3% 
во французской популяции голштинского 
скота (n=29 000) [2] до 57,47% в выборке 
польских быков-производителей 
голштинской породы (n=87) [3]. В рос-
сийских популяциях голштинского скота 
зафиксированы следующие значения ча-
стоты: 0,8% (n=123) [4], 2,4% (n=85) [5] и 
1,74% (n=628) [6]. Общий диапазон ча-
стот генотипа HH6в России составляет 
0,8–2,4%. Целью настоящего исследова-
ния являлась идентификация носителей 
мутации HH6 в гене SDE2 в популяции 
голштинского скота России и оценка ча-
стоты встречаемости данного аллеля. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

 Молекулярно-генетические исследо-
вания проводили в лаборатории ДНК-
технологий ФГБНУ ВНИИплем. В работе 
использовали пробы биологических мате-
риалов (кровь, криоконсервированная 
сперма), отобранные от 194 животных 
голштинской породы из племенных пред-
приятий России. Пробы семени были от 
быков-производителей из Республики 
Татарстан АО «ГПП 
«ЭЛИТА» (n=94),пробы крови были от 
коров с хозяйствМосковской области АО 
«Зеленоградское» (n=50) и ООО «Лесные 
Поляны» (n=50). Выделение геномной 
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ДНК из крови проводили с использовани-
ем набора реагентов «ДНК-ЭКСТРАН-
2» (ЗАО «Синтол», г. Москва) в соответ-
ствии с протоколом производителя. Для 
проб семени применяли предварительный 
лизис смесью DTT и протеиназы K с по-
следующей экстракцией ДНК тем же 
набором. 

Генотипирование по мутации в гене 
SDE2 выполняли методами ПЦР-ПДРФ и 
ПЦР в реальном времени. 

Метод ПЦР-ПДРФ заключался в ам-
плификации фрагмента гена SDE2 длиной 
524 п.н., содержащего целевой SNP 
(g.29020700 A>G, rs434666183). Исполь-
зовали специфические праймеры:  

прямой 5'-
GACGGAAGCCCTCACTATCA-3' и  

обратный 5'-
CTTCTCTTAGCAACGCCTCG-3'. 

Реакцию проводили в амплификаторе 
в конечном объеме 25 мкл, содержащем: 
10X буфер для Taq-полимеразы с 1,5 
мMMgCl₂, 0.5 ед. Taq-полимеразы, смесь 
dNTP по 200 мкМ каждого, по 0,8 мкМ 
каждого праймера и 50 нг матричной 
ДНК. 

Режим амплификации включал: пер-
вичную денатурацию при 94°C в течение 
5 мин; 30 циклов (денатурация при 94 °C 
– 30 с, отжиг праймеров при 60°C – 30 с, 
элонгация при 72°C – 30 с); финальную 
элонгацию при 72 °C в течение 5 мин. 

Продукты ПЦР подвергали рестрик-
ции эндонуклеазой BccI (New England 
Biolabs, ООО «СкайДжин» г. Москва) в 
соответствии с рекомендациями произво-
дителя. Полученные фрагменты разделя-
ли электрофорезом в 3% агарозном геле с 
последующей визуализацией в УФ-свете. 

Для подтверждения результатов часть 
образцов была проанализирована мето-
дом ПЦР в реальном времени с использо-
ванием набора реагентов «HH6-RT-
100» (ООО «ВетГеномика», г. Новоси-
бирск) для детекции полиморфизма 
g.29020700A>G в гене SDE2 в соответ-
ствии с инструкцией производителя. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Проведенный молекулярно-

генетический анализ позволил достовер-

но идентифицировать генотипы живот-
ных по гену SDE2. В качестве метода де-
текции однонуклеотидного полиморфиз-
ма (SNP) A>G была применена ПЦР-
ПДРФ (Полимеразная цепная реакция – 
полиморфизм длин рестрикционных 
фрагментов). Ампликон длиной 524 п.н. 
подвергали рестрикции эндонуклеазой 
BccIс последующей визуализацией про-
дуктов расщепления методом электрофо-
реза в агарозном геле (Рис. 1). 

Рисунок 1 –  Электрофореграмма про-
дуктов рестрикции ампликона гена 

SDE2 эндонуклеазой рестрикции BccI, 
дорожки: M – маркер молекулярной 

массы pUC19 DNA/MspI; 1-4 свободные 
от мутации HH6 (фрагменты 278 и 
246 п.н.); 5 – носитель мутации HH6 

(фрагменты 524, 278 и 246 п.н.). 

В результате анализа были выявлены 
следующие генотипы AA и AG. Гомози-
готы по аллелю А (AA) имели два фраг-
мента длиной 278 и 246 п.н., что соответ-
ствует полному расщеплению ампликона 
в сайте рестрикции, характерном для ал-
леля дикого типа. Гетерозиготы (AG) бы-
ли с комбинацией из трех фрагментов 
нерасщепленного исходного ПЦР-
продукта (524 п.н.) и двух рестрикцион-
ных фрагментов (278 и 246 п.н.). Данный 
паттерн является диагностическим для 
гетерозиготного состояния и обусловлен 
наличием как мутантного, так и дикого 
аллеля, что обусловлено заменой сайта 
рестрикции для BccI вследствие замены 
A>G. 

Результаты, полученные методом 
ПЦР в реальном времени, полностью под-
твердили данные ПЦР-ПДРФ (Рис. 2). 
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а) свободный от мутации  б) носитель мутации  

Рисунок 2 – Детекция мутации HH6 методом ПЦР в реальном времени с использова-
нием набора «HH6-RT-100»: а – свободный от мутации; б – носитель мутации. 

Анализ распределения генотипов по-
казал, что частота встречаемости мутации 
HH6 в исследованной выборке является 
относительно низкой. Генетическая ано-
малия генаSDE2среди исследованных 100 
коров не была определена, среди 94 бы-
ков-производителей было выявлено1 жи-
вотное с гетерозиготным генотипом 
(частота встречаемости генотипа состави-
ла 1,1 %). 

Выявление быка-носителя летальной 
генетической аномалии в группе произво-
дителей имеет существенное селекцион-
ное значение. Учитывая высокий потен-
циал распространения аллелей от одного 
производителя, неконтролируемое его 
использование способно привести к зна-
чительному увеличению частоты дефект-
ного аллеля в популяции. При спарива-
нии двух гетерозиготных животных гап-
лотипа HH6 с вероятностью 25 % проис-
ходит гибель эмбрионов в результате про-
явления летального действия рецессивной 
мутации, что приводит к повторам осеме-
нений и снижению выхода телят, негатив-
но влияя на экономическую эффектив-
ность молочного животноводства. 

Полученные данные согласуются с 
результатами других исследований круп-
ного рогатого скота голштинской породы 
в РФ, где частота мутации в гаплотипе 
HH6 варьирует в пределах 0,8–2,4% [4-6]. 
Низкая частота распространения исследо-
ванной аномалиив отдельных стадах мо-
жет быть следствием как случайного рас-

пределения аллеля, так и результатом 
целенаправленной селекционной работы. 

Идентификация конкретного быка с 
мутантным аллелем позволяет скорректи-
ровать селекционные программы: исклю-
чить его использование в маточных ста-
дах с риском инбридинга или применять 
его сперму для осеменения коров, гаран-
тированно свободных от данной мутации. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Проведенное исследование подтвер-

дило наличие летального рецессивного 
гаплотипа HH6 в популяции голштинско-
го скота Российской Федерации. Разрабо-
танная и апробированная методика ПЦР-
ПДРФ для детекции мутации в гене SDE2 
показала свою надежность и может быть 
рекомендована для применения в практи-
ке племенных предприятий и лаборато-
рий, занимающихся геномной селекцией. 

Несмотря на относительно низкую 
общую частотувстречаемости аномалии, 
выявление быка-производителя с мутаци-
ей HH6 свидетельствует о необходимости 
проведения системного ДНК-
мониторинга всего племенного поголо-
вья, особенно быков активного и резерв-
ного состава. Своевременная идентифи-
кация носителей и грамотное планирова-
ние спариваний позволят предотвратить 
эмбриональную смертность, минимизиро-
вать экономические убытки и контроли-
ровать частоту неблагоприятных аллелей 
в популяции, обеспечивая ее долгосроч-
ное генетическое здоровье. 
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ABSTRACT 

The article presents the results of moni-
toring the prevalence of the HH6 fertility 
haplotypes, a lethal recessive genetic defect 

relevant to modern Holstein cattle breeding. 
The study was conducted on a sample of 194 
animals (94 bulls and 100 cows) selected 
from three leading breeding enterprises in 
the Russian Federation. Genotyping was 
performed using a combination of PCR-
RFLP and real-time PCR methods aimed at 
detecting a point mutation (g.29020700 
A>G) in the SDE2gene (telomere mainte-
nance homolog). The PCR-RFLP method 
involved the amplification of a 524 bp gene 
fragment, followed by analysis of restriction 
patterns. To validate the results, real-time 
PCR was performed using the commercial 
reagent kit «HH6-RT-100» (VetGenomika 
LLC, Novosibirsk). The analysis identified 
one carrier bull of the HH6 mutation among 
the 94 bulls tested, corresponding to a carrier 
frequency of 1.1%. No carrier cows were 
detected. The obtained data underscore the 
importance of continued systematic screen-
ing to control the spread of the HH6 haplo-
type. The developed PCR-RFLP methodolo-
gy proved to be reliable and is recommended 
for implementation in the practice of breed-
ing farms and laboratories engaged in ge-
nomic selection. The implementation of 
DNA testing will prevent inbred matings and 
minimize economic losses associated with 
embryonic mortality, thereby contributing to 
the improvement of breeding and selection 
programs in dairy cattle farming. 
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