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Одним из ключевых этапов технологии ускоренного воспроизводства крупного рогатого скота является отбор ко-
ров-доноров, наиболее чувствительных к процедуре гормональной стимуляции овуляции. К настоящему времени одним 
из перспективных генетических маркеров репродуктивного статуса крупного рогатого скота является ген рецептора 
фолликулостимулирующего гормона (FSHR). Особое внимание привлекает SNP C337G (rs43745234), ассоциированный 
с количеством оплодотворенных ооцитов и жизнеспособных эмбрионов. Целью данной работы была оценка полимор-
физма C337G гена FSHR в популяции черно-пестрого голштинизированного скота. В статье представлены данные по 
генотипированию 190 коров черно-пестрого голштинизированного скота по аллельным вариантам G337C гена FSHR 
(rs43745234) методом ПЦР-ПДРФ. Анализ полученных результатов показал, что в исследованной популяции крупного 
рогатого скота частоты аллелей С и G составляли 0,7 и 0,3. Частоты генотипов C/C и C/G были 0,474 и 0,453. Час-
тота генотипа G/G, ассоциированного по литературным данным с большим количеством жизнеспособных эмбрионов, 
составила лишь 0,074. 

СЕ ЛЬСКОХОЗЯЙС ТВЕННЫЕ НАУКИСЕ ЛЬСКОХОЗЯЙС ТВЕННЫЕ НАУКИ

Введение. На сегодняшний день технология транс-
плантации эмбрионов зарекомендовала себя в качес-
тве надежного метода ускоренного воспроизводства 
и генетического улучшения сельскохозяйственных 
видов животных. Для крупного рогатого скота техно-
логии воспроизводства наиболее перспективных осо-
бей с точки зрения их генетического потенциала были 
разработаны на основе стратегического использова-
ния элитных коров-доноров в программах по стиму-
ляции суперовуляции и переноса эмбрионов [10].

Одной из актуальных задач в области биотехноло-
гии воспроизводства крупного рогатого скота является 
отбор по генетическим показателям коров-доноров, 
наиболее чувствительных к процедуре гормональной 
стимуляции овуляции и способных произвести в резуль-
тате максимальное количество зрелых ооцитов [3].

Среди потенциальных генов-кандидатов, широко 
изучаемых в контексте феномена суперовуляции у круп-
ного рогатого скота, числятся гены ряда гормонов, вклю-
чая ФСГ [1, 5, 19]. ФСГ (фолликулостимулирующий 
гормон) вместе с другими гонадотропными гормонами 
гипофиза обеспечивает нормальную репродуктивную 
функцию за счет своей основной роли в процессе фор-
мирования половых клеток: у самцов ФСГ инициирует 
и поддерживает сперматогенез, у самок данный гормон 
отвечает за развитие и созревание фолликулов в яични-
ках [11, 18]. Физиологический эффект ФСГ обеспечива-
ется за счет взаимодействия с рецептором, экспрессируе-
мым гранулезными клетками [8]. К настоящему времени 
ген рецептора ФСГ (FSHR) является первым и наибо-
лее изученным генетическим фактором, связанным с 

суперовуляцией у крупного рогатого скота [1]. FSHR 
принадлежит к классу мембранных рецепторов, связан-
ных с G-белками, чья активация запускает сигнальный 
путь циклического аденозинмонофосфата (цАМФ) [13]. 
В геноме Bos taurus ген FSHR локализован на хромосо-
ме 11 и состоит из 10 экзонов. Первые 9 экзонов коди-
руют внеклеточный домен рецептора, экзон 10 кодирует 
трансмембранный домен [11].

В литературе накоплены данные о связи точечных 
мутаций в гене FSHR (SNP, single nucleotide polymor-
phism) с суперовуляторным ответом настимуляцию го-
надотропинами. В гене FSHR B. taurus SNP выявлены 
в 5-´UTR и кодирующей частях методом SSCP (Single-
Strand Conformation Polymorphism) и исследованы на 
предмет возможных ассоциаций с репродуктивным по-
тенциалом у крупного рогатого скота голштинской поро-
ды [5, 15, 20]. Особый интерес вызывают несинонимич-
ные замены в экзонах, поскольку такого рода изменения 
в первичной структуре гена влияют на последователь-
ность и конформацию соответствующего белка. Изуче-
ние кодирующей части гена FSHR на предмет выявле-
ния SNP выявило 3 несинонимичные мутации C337G, 
A871G, C1973G, соответствующие белковым заменам 
P113A, I291V, T658S [5, 15]. Эффект данных генотипов 
оценивали с учетом нескольких параметров: общее ко-
личество полученных ооцитов и эмбрионов (ОКОЭ), 
процент жизнеспособных эмбрионов (ПЖЭ), процент 
дегенерированных эмбрионов (ПДЭ), процент неопло-
дотворенных ооцитов (ПНО). 

В данном контексте особое внимание привлекает 
SNP C337G (rs43745234). Было выявлено, что особи, го-
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мозиготные по аллелю G (генотип GG) характеризуются 
более высоким показателем ПЖЭ; животные с геноти-
пами GG и гетерозиготы (генотип CG) имеют меньше 
неоплодотворенных ооцитов по сравнению с коровами, 
гомозиготными по аллелю C (генотип CC)[5]. Мутация 
C337G в экзоне 4 гена FSHR приводит к замене амино-
кислотного остатка пролина на аланин во внеклеточном 
лиганд-связывающем домене белка FSHR. Известно, что 
остатки пролина играют важную структурную и функ-
циональную роль в мембранных белках и участвуют в 
поддержании стабильности белка [12, 17]. Следует ожи-
дать, что замена P113A влияет на стабильность FSHR и 
на взаимодействия ФСГ с рецептором [9].

На сегодняшний день одним из наиболее широко 
применяемых методов для выявления SNP является 
ПЦР-ПДРФ (полимеразная цепная реакция – полимор-
физм длин рестрикционных фрагментов) [2]. 

Цель данной работы – оценка полиморфизма C337G 
(rs43745234) гена FSHR в популяции черно-пестрого 
голштинизированного скота методом ПЦР-ПДРФ.

Методика исследований. Исследовали 190 коров 
черно-пестрого голштинизированного скотаживотно-
водческого хозяйства Калужской области. ДНК выде-
ляли из образцов цельной крови коров с использова-
нием набора М-Сорб (Синтол, Россия).

Специфичные праймеры разрабатывались на ос-
нове последовательности гена FSHR B. taurus (Gene ID 
281172) с учетом локализации однонуклеотидной заме-
ны C337G в экзоне 4 (rs43745234). Для конструирова-
ния праймеров и подбора эндонуклеазы использовалась 
программа GeneRunner [7]. Реакционная смесь для ПЦР 
(общий объем 20 мкл) готовилась с использованием 
набора HS TaqDNA Polymerased NTP mix (Евроген, Рос-
сия), праймеров 5’-GCTAAACTAAAACCCACCAG-3’ и 
5’-TGCTTTGTTTGTCTCTGATGA-3’(конечная концен-
трация 0,2мкМ каждого) и 10 нг ДНК. Реакцию ампли-
фикации проводили в следующих условиях: 3 мин при 
95 °С (1 цикл); 15 с при 95 °С, 15 с при 58 °С, 15 с при 
72 °С (40 циклов).

Рестрикционный анализ проводили в 20 мкл сме-
си, содержащей полученные ампликоны, 2 мкл буфе-
ра G (10) и 0,5 мкл эндонуклеазы HgaI (СибЭнзим, 
Россия)в течении 16 ч при 37 °С. 

Результаты ПЦР-ПДРФ оценивали методом элект-
рофореза в 1,2%-м агарозном геле. Расчет частот встре-
чаемости выявленных генотипов и алеллей проводил-
ся методом прямого подсчета, используя формулу

,
n

NN
AP

2
)2(

)( 21 

где N1 – число гомозигот по исследуемому аллелю; 
N2 – число гетерозигот; n – объем выборки.

Статистическую ошибку частот аллелей генов вы-
числяли по формуле:

,
n
qр

рS )(

где p – частота исследуемого аллеля; q = 1 – p; n – объ-
ем выборки.

Для оценки отклонения наблюдаемых генотипов 
от равновесия Харди-Вайнберга (избыток гетерози-
гот) использовалось значение χ2 :

,
H

HH

e

eo 


2
2 )(

где Hо – наблюдаемая гетерозиготность; He – ожидае-
мая гетерозиготность.

Для определения функционального эффекта ами-
нокислотной замены P113A в белке рецептора фоллику-
лостимулирующего гормона использовался онлайн сер-
вис PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php) [4]. 

Результаты исследований. С помощью мето-
дики стимуляции суперовуляции в мире ежегодно по-
лучают более 500 000 эмбрионов крупного рогатого 
скота [14]. Несмотря на то, что в последние десятиле-
тия в технологию трансплантации эмбрионов были 
внедрены новые высокотехнологичные методы, эф-
фективность процедуры стимуляции суперовуляции 
у коров-доноров существенно не увеличилась. Одним 
из основных лимитирующих факторов развития тех-
нологии является высокая вариабельность ответа со 
стороны организма коров-доноров на гормональную 
обработку. Физиологический эффект обработки ко-
ров-доноров гонадотропинами по-прежнему остается 
индивидуальным и непредсказуемым [16]. Вместе с 
тем исследования показали, что эффективность сти-
муляции овуляции тесно связана с аллельными ва-
риантами гена FSHR [5, 6]. Таким образом, ген FSHR 
является перспективным геном-кандидатом для ис-
следования эффекта точечных мутаций на способ-
ность коров-доноров к суперовуляции.

В данной работе было выполнено генотипирова-
ние черно-пестрого голштинизированного скота ме-
тодом ПЦР-ПДРФ и дан анализ частот аллелей G337C 
гена FSHR (rs43745234). Для определения генотипа 
каждого из исследованных животных амплифици-
рованные в ходе ПЦР фрагменты гена FSHR длиной 
475 п.н. были обработаны эндонуклеазой HgaI с пос-
ледующим электрофоретическим разделением полу-
ченных фрагментов ДНК. По результатам электро-
фореза были выявлены носители всех трех генотипов 
FSHR (см. рисунок).

Пример электрофоретического разделения продуктов 
рестрикции при генотипировании КРС по аллельным 

вариантам C337G гена FSHR методом ПЦР-ПДРФ. 
Представлены гетерозиготный (CG) и гомозиготные 

(GG и CC) генотипы. М – маркер длин ДНК (100–3000 п.н., 
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus, Thermo Scientific)

Гомозиготный генотип по аллелю G (генотип GG) 
характеризуется наличием на электрофореграмме 
одного фрагмента ДНК длиной 475 пар нуклеотида 
(п.н.); в электрофоретическом спектре образцов, гомо-
зиготных по аллелю С (генотип CC), определяются 2 
рестрикционных фрагмента (195 и 280 п.н.); для гете-
розиготных образцов (генотип CG) специфично нали-
чие всех трех фрагментов ДНК (195, 280 и 475 п.н.).

Анализ результатов выявил следующие частоты 
генотипов и аллелей (см. таблицу). Распределение ге-
нотипов соответствует равновесию Харди-Вайнберга 
(χ2 = 1,1469), что свидетельствует об отсутствии отбо-
ра в исследованной популяции черно-пестрого голш-
тинизированного скота.
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Частоты генотипов и аллелей замены rs43745234 
в гене FSHR

Генотип Количество (n) P

CC 90 0,474

CG 86 0,453

GG 14 0,074

Аллель Количество P±S(p)

C 266 0,700±0,033

G 114 0,300±0,033

Р – частота аллеля; S(p) – стандартная ошибка.

По результатам статистической обработки 
(см. таблицу) и с учетом литературных данных [5] 
выявлено, что в опытной выборке коров преобладают 
аллели, ассоциированные с более высоким количест-
вом оплодотворенных ооцитов (генотипы GG и CG) 
и большим количеством жизнеспособных эмбрионов 
(генотип GG).

Исследуемая замена C337G приводит к изме-
нению аминокислотной последовательности бел-
ка FSHR – P113A. По данным сервиса PROVEAN, 
эта замена является нейтральной, т.е. не нарушает 
нормального функционирования белка (PROVEAN 
score = 2,443, пороговое значение – 2,5). Вместе с 
тем в экспериментах in silico было показано, что за-
мена А113Р приводит к конформационным изме-
нениям в молекуле FSHR, повышению ее стабиль-
ности, снижению гидрофобности и изменению 
аффинности к ФСГ [9]. Данные изменения способ-
ны влиять на эффективность активации сигналь-
ных путей, регулирующих, в частности, фоллику-
логенез.

Заключение. Нами впервые определены частоты 
аллелей C337G гена FSHR и генотипов в популяции 
черно-пестрого голштинизированного скота мето-
дом ПЦР-ПДРФ. Выявление аллельных вариантов 
гена FSHR и их связи с феноменом суперовуляции у 
коров-доноров является одним из перспективных на-
правлений в области репродуктивных биотехнологий 
крупного рогатого скота и требует дальнейших иссле-
дований. 
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Разработаны элементы агротехнологии возделывания озимой пшеницы, обеспечивающие получение устойчи-
вых урожаев озимой пшеницы на фоне внесения минеральных удобрений в комплексе с внекорневыми (листовыми) 
обработками стимуляторами роста в условиях «бросовых» полей рисовой оросительной системы (залежь). Уста-
новлено, что максимальная урожайность за три года получена на варианте В2 (Мастер + Мегафол) – 5,00 т/га, что 
на 1,24 т/га (на 33 %) больше, чем на контрольном варианте. Наибольший уровень рентабельности отмечен при 
обработке озимой пшеницы Лигногуматом (100 г/га) – 215,1 %, что на 72,2 % выше контроля.

Введение. Увеличение урожайности и повыше-
ние качества зерна озимых культур – главные задачи, 
стоящие перед сельскохозяйственным производством 
различных регионов России [1, 2]. Применение мине-
ральных удобрений и ростостимулирующих препара-
тов улучшает рост и развитие сельскохозяйственных 
культур и, как следствие, увеличивает продуктив-
ность. Микроудобрения и стимуляторы роста позво-
ляют повысить качество продукции и рентабельность 
производства [4].

Климатические условия севера Астраханской об-
ласти в условиях орошения обеспечивают получение 
довольно высоких урожаев озимой пшеницы. Однако 
в отдельные годы могут наблюдаться критические пе-
риоды, которые сказываются не лучшим образом на 
процессе вегетации [5, 7–9]. 

Цель исследований – разработка элементов аг-
ротехнологии возделывания озимой пшеницы, обес-

печивающих получение устойчивых урожаев озимой 
пшеницы в условиях «бросовых» полей рисовой оро-
сительной системы (залежь) на светло-каштановой 
солонцеватой почве севера Астраханской области. 

Методика исследований. Исследования про-
водили в ФГБНУ «Прикаспийский аграрный феде-
ральный научный центр Российской академии наук» 
в 2015–2017 гг. Почвенный покров опытного участка 
представлен светло-каштановыми солонцеватыми 
почвами без наличия пятен солонцов. Эти почвы по 
гранулометрическому составу преимущественно суг-
линистые, имеют близкую к нейтральной или слабо-
щелочной реакцию почвенного раствора (рН 7,2–7,6). 
Содержание гумуса в пахотном слое (0–0,25 м) колеб-
лется в пределах 1,0–1,8 %, легкогидролизуемого азо-
та – 6–9 мг, подвижного фосфора – 2–4 мг, обменного 
калия – 50–55 мг на 100 г почвы. Пахотный слой почв 
характеризуется повышенной плотностью сложе-

Babii Anna Vladimirovna, Candidate of Biological Sciences, Re-
searcher, Center of Experimental Embryology and Reproductive Biotech-
nologies. Russia.

Arkhipova Anna Leonidovna, Junior Researcher, Center of Ex-
perimental Embryology and Reproductive Biotechnologies. Russia.

Bursakov Sergey Alekseevich, Candidate of Biological Sciences, 
Center of Experimental Embryology and Reproductive Biotechnologies. Russia.

Brigida Artyom Vladimirovich, Researcher, Center of Experimen-
tal Embryology and Reproductive Biotechnologies. Russia.

Klimov Evgeniy Aleksandrovich, Doctor of Biological Sciences, Cen-
ter of Experimental Embryology and Reproductive Biotechnologies. Russia.

Kovalchuk Svetlana Nikolaevna, Candidate of Biological Scienc-
es, Associate Professor, Center of Experimental Embryology and Reproduc-
tive Biotechnologies. Russia.

Keywords: allelic polymorphism; FSHR; cattle; PCR-RFLP.

One of the crucial step of the technology of accelerated repro-
duction of cattle is selection of donor cows, which are the most sensi-
tive to the procedure of hormonal stimulation of ovulation. To date, 
one of the promising genetic markers of the reproductive status of 
cattle is the follicle-stimulating hormone receptor (FSHR) gene. Spe-
cial attention is drawn to SNP C337G (rs43745234), associated 
with the number of fertilized oocytes and viable embryos. The aim of 
this work was to evaluate the polymorphism C337G of the FSHR gene 
in a population of Black-and-White holsteinized cattle. The article 
presents data on genotyping of 190 Black-and-White holsteinized 
cows by the allelic variants C337G of FSHR gene (rs43745234) by 
PCR-RFLP method. Analysis of the results showed that in the studied 
cattle population C and Gallele frequencies were 0,7 and 0,3. The fre-
quencies of genotypes C/Cand C/G  were 474and 0,453,respectively. 
The frequencies of G/Ggenotype associated with a large number of 
viable embryos (according to literature data) was only0,074.
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