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Аннотация
В индустриальном животноводстве XXI века назрела необходимость управления генетической изменчивостью технических популяций и пород молочного скота с помощью современных молекулярных технологий. Из представленного обзора следует, что использование SNP-чиповой технологии находит широкое применение в изучении фундаментальных основ популяционной генетики крупного рогатого скота и при поиске молекулярных маркеров нового поколения для высокоэффективного генотипирования и последующей геномной селекции животных.
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Введение
Существующие на земле виды животных и растений образуют огромное множество часто изолированных популяций. В зависимости от уровня генетического дрейфа, миграции, естественного отбора и мутаций наблюдается дифференциация популяций на генетическом и фенотипическом уровнях [7,36]. Следует отметить, что соотношение влияния перечисленных выше факторов различается для природных популяций и популяций животных, находящихся под контролем человека [3]. Выяснением причин и следствий дифференциации популяций занимается ряд биологических дисциплин, как с помощью фундаментальных исследований (например, эволюционная биология, экология и генетика), так и с помощью прикладных исследований (например, лесоводство, рыболовство, птицеводство, медицина, зоотехния). Особый интерес представляют исследования, позволяющие установить, в какой мере генетическая дифференциация популяций вызвана селекцией и стохастическими процессами.
Изучение генетической основы внутри- и межпопуляционного полиморфизма особей является одним из основных направлений генетики животных и птиц [5,11,16,18,30,37,43]. Оценка аллельного полиморфизма и его связь с разнообразием фенотипов животных необходима для дальнейшего генетического анализа популяций [9,32]. Более того, идентификация районов хромосом, ответственных за дифференциацию между отдельными особями, а также районов хромосом, затронутых направленной селекцией (signatures of selection), является одним из этапов для целенаправленной генной селекции (gene assisted selection) и геномной селекции в сельском хозяйстве [40]. Побочным следствием этих процессов является постепенное уменьшение внутрипородного генетического разнообразия [3,35,38,39,40,44]. На уровне генома это приводит к образованию районов хромосом с частотами аллелей генов, значительно отклоняющихся от равновесия Харди–Вайнберга. При этом в образующихся областях пониженного аллельного разнообразия или гомозиготизации (sweep regions) как инбридинг, так и молекулярные следы селекции (signatures of selection) будут породоспецифичными или специфичными для породных субпопуляций.

Оценка генетического полиморфизма
В популяционной генетике идентификация локусов, затронутых селекцией, основана на выявлении уменьшения нуклеотидного разнообразия ДНК, изменения неравновесия по сцеплению (linkage disequilibrium, или LD) и изменения частот аллелей генов или маркеров. В настоящее время существуют разные статистические методы для определения популяционного полиморфизма. Из наиболее часто используемых статистик следует отметить измерение LD (r2) [32], индекса фиксации FST [1], сравнение индекса фиксации и индекса, основанного на сравнении варианс QST, или так называемый показатель QST–FST [2], показатель гомозиготных участков ROH [3], показатель значительной протяженности гомозиготных гаплотипов EHH [4] и ряд других статистик, выявляющих эффект сопутствующей селекции (hitchhiking) и области хромосом с пониженным аллельным разнообразием (selective sweeps).
Благодаря успехам, достигнутым в молекулярной биологии, в настоящее время созданы высокотехнологичные платформы, позволяющие одновременно генотипировать десятки и сотни тысяч однонуклеотидных замен нуклеотидов (SNPs) в геноме животных и птиц, что служит мощным, ранее невозможным инструментом для оценки генетического разнообразия популяций [1,2,46]. Представляется важным использование SNP-чиповых технологий в практике животноводства и птицеводства для углубленной оценки популяционного полиморфизма и последующего использования полученных данных для геномной селекции [40].

Популяционная дифференциация и селекция КРС
Популяционная генетика занимается выявлением генетических факторов и факторов окружающей среды, влияющих на дивергенцию популяций. Каждая популяция имеет уникальную молекулярно-генетическую структуру, сформировавшуюся благодаря дрейфу генов, миграции, естественному или искусственному отбору и уникальному для каждой популяции паттерну мутаций [31,34]. С помощью недавно появившихся молекулярных подходов и технологий стало возможным всестороннее изучение во времени процессов становления и развития популяций как структурных подразделений вида [2,27].
В настоящее время изучение генетической природы дифференциации популяций животных является наиболее актуальным разделом генетики животных и птиц. Вычисление аллельной гетерозиготности и оценка ассоциации аллелей с фенотипическими признаками служат инструментами для сохранения и управления локальными популяциями. Что касается технических субпопуляций сельскохозяйственных животных (т. е. стад) и их совокупности, представляющей породу, то главными действующими силами, приводящими к становлению таких популяций, являются искусственный отбор, сопутствующий ему дрейф генов, а также поток генов, который возникает вследствие гибридизации, применяемой при создании и поддержании пород животных. Другими словами, вскрытие молекулярно-генетической дифференциации технических популяций позволяет выявить роль каждого фактора, влияющего на популяционную изменчивость.
За последнее десятилетие в мире появилось большое число работ, ориентированных на решение перечисленных выше проблем в области разведения и селекции крупного рогатого скота. Так, ряд новейших исследований направлен на выявление позитивного отбора у КРС [13,21,22]. В других публикациях осуществлен поиск молекулярных следов селекции в хромосомах у разных пород КРС [8,10,17,26,28,29,42]. Актуальность и научная значимость этой проблемы не вызывает сомнений, так как, только решив ее, можно приступать к прикладным аспектам эффективного использования пород животных в современном животноводстве, включая геномную селекцию.

SNP-чипы и их применение в исследованиях на КРС
Геномная революция, произошедшая после создания SNP-чиповой технологии, открыла широкие перспективы для всестороннего и углубленного изучения молекулярно-генетической гетерогенности популяций на новом уровне. Если ранее в качестве молекулярных маркеров использовали 100–300 микросателлитов [35,44,45], то SNP-чипы позволяют использовать сотни тысяч и миллионы маркеров [1,2,12,22,24,39], тем самым формируя плотно заполненные маркерами протяженные участки генома (хромосом) и, как следствие этого, способствуя более подробному описанию молекулярно-генетической дифференциации особей и популяций.
В настоящее время для изучения генетического разнообразия популяций крупного рогатого скота широко используется чип средней плотности BovineSNP50 производства фирмы Illumina, который содержит 54 тысячи SNP-маркеров [24]. Этот чип является оптимальным в плане соотношения его цены и возможностей для решения многих задач с помощью генотипирования. В некоторых исследованиях также более уместны и применяются SNP-чипы с большей плотностью – 700–800 тысяч маркеров. В случаях, когда необходимо определить все возможные полиморфизмы (а не только те, что присутствуют в чипах) используют полное ресеквенирование индивидуальных геномов крупного рогатого скота.
Идентификация геномных изменений вследствие доместикации (~9000-10000 лет назад), создания пород (~200–300 лет назад) и последующей искусственной селекции (далее следов селекции), является одним из приоритетных направлений генетики животных. Так, с помощью 7500 SNP-маркеров было обнаружено, что только 10% общих полиморфных локусов сегрегируют у Bos taurus, бизонов, яков и бантенгов [22]. Рассчитанная с помощью SNP-маркеров эффективная численность популяции (порядка 90 000) была у B. taurus 1–2 млн лет тому назад и сейчас составляет около 100 для разных пород. Этим фактом объясняется значительная гетерозиготность, когда сравниваются разные породы. Однако внутри породы наблюдается пониженный уровень гетерозиготности вследствие малой эффективной численности популяции.
С помощью статистик iHS (для подсчета гомозиготных гаплотипов) и индекса дифференциации популяций FST у 10 пород молочного и мясного скота было обнаружено 236 районов хромосом, затронутых направленной селекцией [28]. Пинтус с соавт. [26] применили к диаграмме рассеяния предварительных данных FST метод сглаживания LOWESS, что позволило уменьшить шум и получить несколько дополнительных локусов, затронутых направленной селекцией. С помощью FST-статистики итальянские исследователи обнаружили следы направленной селекции в хромосомах итальянских пород Brown и Pezzola Rossa [24]. Применение алгоритмов поиска основных компонентов (Principal Component Analysis) к ряду пород позволило определить степень их генетического разнообразия [12,25]. Использование статистики ROH (определяет гомозиготные районы) также позволяет выявить следы направленной селекции [15,27]. Статистика iHS также эффективно определяет следы направленной селекции [20,29]. Схожая с iHS статистика EHH (для выявления протяженных гомозиготных гаплотипов) также используется при определении следов направленной селекции [41]. Совместный анализ iHS статистики и GWAS позволяет увеличить эффективность детекции районов направленной селекции [42].
В идеале полногеномный ресеквенирование позволяет обнаружить максимальное число SNP-маркеров, но его стоимость пока велика и велик уровень определения ложных гетерозиготностей в результате ошибок выравнивания или секвенирования [23]. В связи с небольшой численностью эффективной популяции у пород крупного рогатого скота для удешевления определения следов селекции можно осуществить ресеквенирование быков-производителей, которые внесли большой вклад в формирование разнообразия гаплотипов породы. Затем, с помощью метода SNP-генотипирования нескольких поколений потомков быков-производителей, можно определить гаплотипы быков-производителей, подвергшиеся недавней селекции. Такой подход был осуществлен Ларкиным с соавт. [17]. В результате были определены 48 районов хромосом, подвергшихся недавней селекции с гаплотипами, которые присутствовали в отсеквенированных геномах. Поскольку гаплотипы были отсеквенированы, авторы смогли определить и сами мутации, которые наиболее вероятно подверглись селекции.

Перспективы применения геномной селекции КРС
С момента опубликования генома коровы в 2009 году [6] и появления технологий полногеномного генотипирования, адаптированного для анализа генетического разнообразия пород крупного рогатого скота, проекты, схожие с представленным нами, интенсивно ведутся в таких странах как США, Австралия, Новая Зеландия, Франция и Великобритания. Стоит отметить, что основными исследовательскими центрами и организациями, ведущие схожие исследования для других популяций крупного рогатого скота молочных пород, являются Департамент сельского хозяйства (США), Рослинский институт (Великобритания), INRA (Франция), CSIRO (Австралия), АgResearch (Новая Зеландия). Однако вследствие того, что геномная селекция в большинстве случаев работает только для той популяции, для которой была разработана референтная популяция, разработки отдельных исследовательских центров неприменимы к других популяциям крупного рогатого скота в мире.
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Abstract
One of the challenges the agriculture faces in the 21st century is an effective control of the genetic background of dairy cattle breeds and subpopulations with the use of high-throughput methods of molecular biology to improve breeding strategies. In the industrial livestock production, there is a need to manage the genetic variability of populations and breeds of dairy cattle using modern molecular technologies. In this review, information has been presented to show that the use of SNP chip technology is widely used in the study of the fundamentals of population genetics in cattle. In searching for the next generation molecular markers, SNPs are markers of choice for using in highly efficient genotyping and subsequent genomic selection for efficient animal breeding.
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