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РЕФЕРАТ 
Определение генетических замен, влияющих на плодови-
тость мужских особей привлекает внимание многих иссле-
дователей. Однако, в настоящее время в России недоста-
точно внимания уделяется изучению и использованию по-
лученных генетических данных, связанных с качеством 
спермы животных. В результате GWAS анализа в 2022 год 

были определены маркерные однонуклеотидные полиморфизмы и предложены канди-
датные гены GRM8, FSHR, INHA, IMMP1L. Была поставлена задача секвенировать кан-
дидатные локусы, для выявления полиморфизмов, определяющих формирование при-
знаков, связанных с качеством спермы для разработки программ маркерной селекции и 
геномного редактирования. В результате проведенного исследования был обнаружен ряд 
однонуклеотидных полиморфизмов в генах GRM8, FSHR, INHA, IMMP1L. После прове-
денного анализа было обнаружено влияние обнаруженных SNP в гене GRM8 на каче-
ство спермы у жеребцов различных пород.Также на основании полученных SNP распо-
ложенных в гене GRM8 была построена дендрограмма. В результате анализа полученной 
дендрограммы выборка жеребцов разделилась на 2 основные ветви. Сперма жеребцов 
левой ветви превосходила (была лучше) жеребцов правой по таким показателям как объ-
ем, концентрация, общая подвижность, стимуляции дыхательной активности 2,4 ДНФ 
при оценке после получения и криоконсервации (на 3,28 мл, на 9,62 млн/мл, на 3,6%, на 
0,16 и 0,46 соответственно). Однако особи правой ветви превосходят образцы особей 
другой ветви по показателям прогрессивная подвижность свежей спермы, прогрессивная 
подвижность после оттаивания (на 18,44% и на 1,54% соответственно). Получены новые 
знания о генетическом полиморфизме экзонных областей генов GRM8, FSHR, INHA, 
IMMP1L у жеребцов различных пород (арабская, ганноверская, тракененская, франц-
зская рысистая, советская тяжеловозная и ахалтекинская).  
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ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
В ходе процесса формирования про-

мышленных популяций сельскохозяй-
ственных животных, генетическое разно-
образие определяет наилучшую приспо-
собленность к используемой технологии 
разведения. У некоторых видов животных 
долгое время применялась естественная 
случка. Искусственное осеменение охла-
жденной спермой у жеребцов важно для 
повышения эффективности воспроизвод-
ства. Фенотипическая изменчивость све-
жей и охлажденной спермы важна для 
отбора производителей. Важно отметить, 
что качество спермы и криоустойчивость 
спермы жеребцов имеют высокую инди-
видуальную изменчивость, которая зави-
сит как от экологических, так и от генети-
ческих факторов. На сегодняшний день в 
коневодстве широко используется искус-
ственное осеменение, а процедура замо-
раживания не всегда экономически обос-
нована, поэтому высокое качество охла-
жденной спермы имеет важное значение 
[1-4].  

Определение генетических замен, вли-
яющих на плодовитость мужских особей 
привлекает внимание многих исследова-
телей. Обнаружено много локусов, игра-
ющих важную роль у лошадей [5-6], 
крупного рогатого скота [7-8], птицы [9]. 
Однако, в настоящее время в России не-
достаточно внимания уделяется изучению 
и использованию полученных генетиче-
ских данных, связанных с качеством 
спермы животных. 

В результате GWAS анализа, прове-
денного нами в 2022 году, были опреде-
лены маркерные однонуклеотидные поли-
морфизмы и предложены кандидатные 
гены GRM8, FSHR, INHA, IMMP1L. Была 
поставлена задача секвенировать канди-
датные локусы, для выявления полимор-
физмов, определяющих формирование 
признаков, связанных с качеством спер-
мы для разработки программ маркерной 
селекции и геномного редактирования. 

Цель исследования – проведение по-
иска полиморфизмов в регуляторных и 
кодирующих регионах кандидатных ге-
нов, связанных с показателями качества 

спермы у жеребцов. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  

MATERIALS AND METHODS 
Материалом для исследования яви-

лись образцы ДНК, выделенные из спер-
мы жеребцов (n= 28). 

Оценка подвижности спермы была 
проведена глазомерно и с помощью спе-
циализированной компьютерной про-
граммы CASA, морфология набором Diff-
Quick и CASA, целостность мембран – 
флуоресцентным методом с красителями 
этидиум бромид или пропидиумиодит и 
CASA, дыхательную активность – поля-
рографическим методом, с помощью те-
стирующего вещества – 2,4 динитрофе-
нол (2,4 ДНФ). Собранный биологиче-
ский материал (сперма) был оценен по 
качеству до и после замораживания каж-
дого эякулята. 

Определенные в результате GWAS-
анализа локусы были прогенотипированы 
с использованием метода таргетного се-
квенирования по Сэнгеру. Подбор прай-
меров для анализа с помощью ПЦР и для 
дальнейшего секвенирования проводился 
с помощью онлайн-инструмента BLAST в 
рабочем пространстве международной 
базы генетических данных NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/). ПЦР проводили 
на ThermalCycler T100 (Bio-Rad, США). 
Протокол проведения ПЦР включал в 
себя: амплификацию методом ПЦР на 
амплификаторе ThermalCycler T100 (Bio-
Rad, США) в следующем режиме: 95°С– 
3 мин., 40 циклов 95°С – 30 сек., 60°С – 
20 сек., 72°С - 20 сек и финальная элонга-
ция 72°С – 4 минуты. ПЦР-продукт про-
веряли в камере горизонтального электро-
фореза в 1,8% агарозном геле в буфере 
0,5xTBE.  

Пробоподготовка амплифицирован-
ных фрагментов включала в себя фермен-
тативную очистку с помощью коммерче-
ского набора реагентов ExoSAP-IT 
(TermoFisher, USA), который обеспечива-
ет простой способ ферментативной очист-
ки реакции ПЦР в один этап. Затем про-
водили пресеквенирующую ПЦР с мечен-
ными нуклеотидами и коммерческим 
набором KitBigDye® Terminator v3.1 Se-
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quencingStandardKit (AppliedBiosystems) 
либо Российскими аналогами фирмы 
Синтол согласно протоколу производите-
ля. Секвенирование по Сенгеру было про-
ведено на генетическом анализаторе Ap-
pliedBiosystems 3500 GeneticAnalyzer 
(ThermoFisher, USA), количество покры-
тий составило по 2 в каждую сторону. 
Для выравнивания нуклеотидных после-
довательностей использовался программ-
ный пакет MEGA X (https://www 
megasoftware.net). Построение дендро-
граммы также осуществлялось в програм-
ме мега X, методом «Сети-Соседей». Вы-
равнивание проводилось на рефернсный 
геном EquCab3.0. Биометрическая обра-
ботка данных будет выполнена с помо-
щью программы MicrosoftExcel. Анализ 
PCA (анализ главных компонент) был 
проведен с использованием программы 
Plink 1.9, визуализация полученных ре-
зультатов была проведена с использова-
нием библиотеки R ggplot2. Статистиче-
ский анализ проводили в программе IBM 
SPSS Statistics 19.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
В результате проведенного поиска 

insilico были подобранны специфичные 
три пары праймеров к кодирующим 
участкам генов обнаруженные ранее в 
результате GWAS анализа (Таблица 1). 

В результате секвенирования было 
обнаружено 29 SNP в кодирующих обла-
стях исследуемых генов (GRM8 – 4 SNP, 
FSHR – 23 SNP, INHA 2 SNP, IMMP1L).  

На основании полученных SNP было 
сделан PCA анализ (рисунок 1 и 2). 

В результате анализа PCA, два жереб-
ца по первой компоненте отделились от 
основного кластера, одна особь советской 
тяжеловозной и один жеребец породы 
французской рысистой. Однако по каче-
ству спермы данные жеребцы не выделя-
лись. 

Также на основании полученных SNP 
расположенных в гене GRM8 была по-
строена дендрограмма (Рисунок 3). 

Фенотипические показатели спермы 
жеребцов представлены в таблице 2. 

Таблица 1 – Последовательности олигонуклеотидных праймеров для гена 

Название Праймеры 
Длина фраг-
мента п.н. 

Температура  
отжига ºC 

GRM8 
F: GGTCGATCGCATAAAGCATGG 
R: TTCTGCTACAGGGCTGACTTC 

504 60 

FSHR 
F: ACGTGACTACAGTTAAGCCCC 
R: GTGTGCATCAGCCTCTGGTAT 

510 60 

INHA 
F: ATCGGTGAAGCCACTTCAGG 
R: CAGCTTCCCGCCAGATACAT 

540 60 

IMMP1L 
F: ATTAACAGGGCTTTTTGTGCCC 

R: TAACCACGTAGTGAAAGGAGACA 
686 60 

Таблица 2 – Распределение фенотипических показателей спермы  
жеребцов по двум ветвям дендрограммы 

Показатель Левая Ветвь Правая ветвь 

Объём, мл 48±15,13 44,72±6,03 

Концентрация, млн/мл 213,67±50,53 204,05±18,34 

Прогрессивная подвижность, % 32,67±9,06 51,11±4,24 

Прогрессивная подвижность после оттаивания, % 24,86±10,06 26,40±4,75 

Общая подвижность после оттаивания, % 43,78±19,10 40,18±6,76 

Стимуляция 2,4 ДНФ 2,3±0,21 2,14±0,12 

Стимуляция 2,4 ДНФ после оттаивания 1,88±0,30 1,42±0,13 
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Рисунок 2 – График анализа главных  
компонент исследуемых жеребцов (Первая и 

вторая компоненты). 

Рисунок 1 – График анализа главных  
компонент исследуемых жеребцов (Первая и 

третья компоненты). 

Рисунок 3 – Дендрограмма «Сети-Соседей» 
построенная на основании SNP обнаружен-

ных в гене GRM8. 

В результате анализа полученной 
дендрограммы выборка жеребцов разде-
лилась на 2 основные ветви. Сперма же-
ребцов левой ветви имела лучшие показа-
тели по таким показателям как объем, 
концентрация сперматозоидов в эякуляте, 
общая подвижность, стимуляции дыха-
тельной активности 2,4 ДНФ свежей 
спермы и после криоконсервации (на 3,28 
мл, на 9,62 млн/мл, на 3,6%, на 0,16 и 0,46 
соответственно). Однако особи правой 
ветви превосходят особей другой ветви 
по показателям прогрессивная подвиж-
ность свежей спермы, прогрессивная по-
движность после оттаивания (на 18,44% и 
на 1,54% соответственно). По остальным 
SNP в других генах дендрограмму не уда-
лось построить т.к. различия по тем SNP 
жеребцы были минимальными. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
В результате проведенного исследова-

ния было выявлено, что 4 выявленных 
SNP в гене GRM8 оказывают влияние на 
качество спермы у жеребцов. Кроме того, 
были исследованы гены FSHR, INHA, IM-
MP1L о которых были получены новые 
знания о однонуклеотидных полиморфиз-
мах. Полученные данные могут быть ис-
пользованы в селекции при отборе произ-
водителей с хорошим сперматогенезом 
или криорезистентностью спермы. При 
выборе производителя и способа случки 
или искусственного осеменения охла-
жденной или криоконсервированной 
спермой может учитываться генотип.  
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ABSTRACT 

The identification of genetic substitutions 
affecting the malefertility attracts the atten-
tion of many researchers. However, in Rus-
sia, insufficient attention is currently paid to 
the study and use of the obtained genetic 
data related to the quality of animal sperm. 
As a result of GWAS analysis in 2022, 
marker single nucleotide polymorphisms 
were identified and candidate genes GRM8, 
FSHR, INHA, IMMP1L were proposed. The 
task was to sequence candidate loci to identi-
fy polymorphisms that determine the for-
mation of traits associated with sperm quali-
ty for the development of marker selection 
and genome editing programs. As a result of 
the study, a number of single nucleotide pol-
ymorphisms were found in the GRM8, 
FSHR, INHA, IMMP1L genes. After the 
analysis, the effect of the detected SNPs in 
the GRM8 gene on sperm quality in stallions 
of various breeds was discovered. Also, 
based on the obtained SNPs located in the 
GRM8 gene, a dendrogram was constructed. 
As a result of the analysis of the obtained 
dendrogram, the stallion sample was divided 
into 2 main branches. Stallions of the left 
branch are superior to stallions of the right in 
terms of volume, sperm concentration, total 
motility, stimulation of respiratory activity 

2.4 DNF of fresh sperm and after cryopreser-
vation (by 3.28 ml, by 9.62 million/ml, by 
3.6%, by 0.16 and 0.46, respectively). How-
ever, individuals of the right branch are su-
perior to individuals of the other branch in 
terms of progressive motility of fresh sperm, 
progressive motility after thawing (by 
18.44% and by 1.54%, respectively). New 
knowledge was obtained about the genetic 
polymorphism of exonic regions of the 
GRM8, FSHR, INHA, IMMP1L genes in 
stallions of different breeds. 
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