Қазақ ұлттық  аграрлық зерттеу университеті


ӘОЖ  616-053.13:636.234.1                                                 Қолжазба құқығында


БАҒДАТ АЙГЕРІМ БАҒДАТҚЫЗЫ
Сиырларда НН1, НН3, НН4, НСD ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуын зерттеу және эмбрионалдық өлімнің алдын алу


6D120100-Ветеринариялық медицина


Философия докторы (PhD)
дәрежесін алу үшін дайындалған диссертация





	Отандық ғылыми кеңесшілері:
биология  ғылымдарының кандидаты,
профессор Усенбеков Е.С.
биология ғылымдарының докторы,
ҚР ҰҒА корреспондент-мүшесі,
профессор Макашев Е.К.



	Шетелдік ғылыми кеңесші:
ветеринария ғылымдарының докторы
профессор, Przemyslaw Sobiech
Вармин-Мазур университеті,
Польша, Олштын қаласы




Алматы, 2022

МАЗМҰНЫ

	НОРМАТИВТІК СІЛТЕМЕЛЕP .................................................................
	4

	
	

	АНЫҚТАМАЛАР ..........................................................................................
	5


	БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР.....................................................
	8


	КІРІСПЕ............................................................................................................
	10

	
	

	1
	ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ...................................................................
	16

	1.1
	Голштеин тұқымдас ірі қара малында кездесетін HH1, HH3, HH4, HH5 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің генетикалық табиғаты, балау әдістері және таралуы ................................................................                                                                                      
	

16

	1.2
	Голштеин тұқымдас сиырларындағы  HCD  холестериннің тапшылығы ұрықтанғыштық гаплотипі, қандағы биохимиялық өзгерістер және балау әдістері..............................................................
	

23

	1.3
	Голштеин тұқымдас ірі қара малында кездесетін  Brachyspina синдромының генетикалық пайда болу жолы, детекция жасау әдістері және таралуы............................................................................
	

30

	1.4
	Ірі қара малында эмбрионалдық өліммен сипатталатын жасырын генетикалық кемтарлықтар ..................................................................
	
31

	1.5
	Сиырлардағы эмбрионалдық өлімнің полиэтиологиясы, балау әдістері, таралуы және алдын алу жолдары .......................................
	
37

	1.6
	Смартфонға арналған BCS COWDITION қосымшасымен сиырлардың кондициясын анықтау және оның көрсеткіштерінің қолдан ұрықтандыру нәтижесімен  байланысы .................................
	

44

	1.7
	Арнайы әдебиеттердегі деректерді талдау .........................................                            
	47

	
	
	

	2
	НЕГІЗГІ БӨЛІМ ..................................................................................
	51

	2.1
	Зерттеу материалдары мен әдістері .....................................................
	51

	2.1.1
	Қатырылған қан үлгілерінен ДНҚ бөліп алу техникасы, алынған ДНҚ сапасын анықтау ...........................................................................
	
51


	2.1.2
	Сиырлардың ДНҚ үлгілерін HH1 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша ПТР-РФҰП әдісімен және T-ARMS-PCR  генотиптеу ..............................................................................................
	

53

	2.1.3
	HH3 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша сиырлардың ДНҚ үлгілерін ПТР генотиптеу ............................................................
	
55

	2.1.4
	Голштеин тұқымдас сиырларының ДНҚ үлгілерін HH4 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша ПТР-РФҰП әдісімен генотиптеу ..............................................................................................  
	

56

	2.1.5
	HCD ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша, APOB генінің экзондық бөлігіндегі инсерцияны детекция жасау ............................
	
56

	2.1.6
	ДНҚ үлгілерін HH5 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша, TFB1M генінің экзондық бөлігіндегі 138 bp делецияны идентификациялау ................................................................................
	

57

	2.1.7
	ДНҚ үлгілерін Brachyspina синдромының ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша, FANCI генінің экзондық бөлігіндегі 1299 bp делецияны балау ......................................................................
	

58

	2.2
	Сиырларда ерте мерзімде буаздықты және эмбрионалдық өлімді қан сары суы құрамындағы PAG ақзатының концентрациясын өлшеу арқылы анықтау .........................................................................  
	

60

	2.3
	Сиырлардың ұрықтану қабілетін анықтауға смартфонға арналған BCS COWDITION бағдарламасын пайдалану ...................................

	
62

	3.0
	ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ .................................................................
	65

	3.1
	Сиырларды HH1, HH3, HH4, HH5, HCD, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеу нәтижелері ..................................
	
65

	3.2
	Сиырлардағы эмбрионалдық өлімді ИФТ, трансректалдық әдістермен балау және оның алдын алу жұмыстарының нәтижелері..............................................................................................
	

86

	3.3
	Сиырларда BCS COWDITION бағдарламасының көрсеткіштерінің нәтижелері мен нәтижелі ұрықтану дәрежесінің арасындағы байланыс ................................................................................................
	

90

	3.4
	Сиырларды ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеудің,  эмбрионалдық өлімнің алдын алудың экономикалық тиімділігі........................................................................

	

93

	ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІН ТАЛҚЫЛАУ ................................................                 
	95

	
	

	ҚОРЫТЫНДЫ................................................................................................
	102


	ТӘЖІРИБЕЛІК ҰСЫНЫС...........................................................................
	104


	ПАЙДАЛАНЫЛҒАН  ӘДЕБИЕТТЕР ТІЗІМІ..........................................
	105

	ҚОСЫМША  А - «Голштеин тұқымдас 164 сиырларын HH1, HH3, HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеу нәтижелері .........................................................................................................
	

123

	ҚОСЫМША Ә - ҚР Әділет министрлігі Зияткерлік меншік құқығы комитетінің «Ұлттық Зияткерлік Меншік Институты» РМҚК алынған инновациялық патенттер .................................................................................. 
	

130

	ҚОСЫМША Б - Ғылыми тағылымдамадан өткендігі туралы сертификаттар ...................................................................................................
	
132

	
	

	
	




НОРМАТИВТІК СІЛТЕМЕЛЕР

      Бұл  диссертациялық жұмыста келесі стандарттарға сәйкес сілтемелер
пайдаланылды:
МЕМСТ 12.3.002-75  - Өндірістік үрдістегі жалпы қауіпсіздік талабы.
МЕМСТ 1770-74Е -  Зертханалық шыны ыдыстар: цилиндр, мензурка,колба  және пробиркалар. Техникалық жағдай.
МЕМСТ 4233-77  - Хлорлы натрий. Техникалық шарттар.
МСТ 5962-67 - Тазартылған этил спирт.Техникалық шарттар.
МЕМСТ 6709-72 -Дистильденген су. Техникалық жағдай.
МЕМСТ 9001-2000 – Егуге арналған медициналық шприцтер.
МЕМСТ 9284-75 Төсеніш шыны.
МЕМСТ 12026-81-Зертханалық сүзгіш қағаз.
МСТ 10394-72 – Зертханалық стақандар, құтылар.
МЕМСТ 20292-74 Сыйымдылығы 100, 200 және 1000 мл өлшемділіктегі 
колбалар.
МЕМСТ 24104-2001 – Зертханалық таразы. Техникалық шарттар.
МЕМСТ 28640-90 - Минералдық майы. Техникалық шарттар.
МЕМСТ28311-89 - Зертханалық медициналық мөлшерлегіштер.Техникалық жағдай.
ТШ 46-22-54960 – Термостат ТЭС-1.
ТШ 480-11-10-73 -  Әйнекке жазуға арналған карандаш.




















АНЫҚТАМАЛАР

Бұл диссертациялық жұмыста келесі терминдерге сәйкес анықтамалар қолданылған:
Амплификат – полимераздық тізбек реакциясының нәтижесінде тура және кері праймерлердің көмегімен синтезделіп алынған геннің белгілі бір фрагменті  
Ашық күндер – шет ел әдебиеттерінде кездесетін, бедеулік түсінігінің баламасы, сиырлардың нәтижелі ұрықтанбаған күндері 
Бедеулік –түрлі жыныс органдарының патологиясының нәтижесінде аналық малдың уақытша нәтижелі ұрықтанбай қалуы
Бром эитидий – горизонталдық электрофорез кезінде электрофореграммада ДНҚ молекуласын бояу арқылы, оның көрінуін қаматамасыз ететін канцерогенді зат 
Вертикалдық электрофорез – вертикалдық электрофорез кезінде полиакриаламидтік гель қолданылады, ұзындығы өте төмен фрагменттерді бөліп алуға мүмкіндік береді 
Делеция - тұқым қуалайтын генетикалық кемтарлықтардың пайда болуының бір жолы, геннің белгілі бір бөлігінің түсіп қалуы 
Денатурация - полимераздық тізбек реакциясы кезінде жоғарғы температураның әсерінен ДНҚ молекуласы құрамындағы екі тізбектің бір бірінен ажыруы, әдетте 94-95  оС жүреді. 
Праймерлердің дизайны - амплификация қою кезінде праймерлер тізбектерін анықтаудың екі жолы бар, арнайы әдебиеттерден алу немесе Primer 3 бағдарламасын қолдану 
Праймерлердің жабысуы –полимераздық тізбек реакциясы кезінде ДНҚ матрицасына  18-25 олигонулеотидтерден тұратын праймерлердің жабысуы, жиі қолданылатын жабысудың оңтайлы температура 54-62 °С.  
ДНҚ маркері – молекулярлық генетикалық зерттеулерде элетрофореграммада алынған ПТР өнімдерінің ұзындығын анықтауға мүмкіндік береді, жиі плазмида ДНҚ, рестриктазамен кесілген
Инсерция – тұқым қуалайтын генетикалық кемтарлықтардың пайда болуының бір жолы, геннің құрамында қосымша ДНҚ тізбектерінің пайда болуы
Ген – тұқым қуалаушылықтың құрылымдық және функционалдық бірлігі болып табылады, белгілі бір белгіні қадағалайды
Генеалогиялық талдау – тұқым қуалайтын аурулардың таралуын зерттеу кезінде асыл тұқымды малдың тегін, ата анасын зерттеу 
Геннің интрондық бөлігі – геннің ақпарат бермейтін бөлігі 
Геннің экзондық бөлігі – геннің ақпарат беретін бөлігі
Геннің 5' фланкирлеу бөлігі – геннің промоторлық, бастапқы  бөлігі
Геннің 3' фланкирлеу бөлігі – геннің соңғы, аяқталатын  бөлігі
Гетерозиготалы тасымалдаушы – ДНҚ тестілеу нәтижесінде анықталған, бір аллелі қалыпты, екінші аллелі мутантты үлгі 
Гомозиготалы тасымалдаушы – ДНҚ тестілеу нәтижесінде анықталған, екі  аллелі де қалыпты үлгі, дені сау мал
Горизонталдық электрофорез – молекулярлық генетикалық зерттеулерде ДНҚ фрагменттерін бөліп алуға мүмкіндік беретін, агарозаны қолданып жүргізетін әдіс 
Жасырын генетикалық кемтарлықтар – асыл тұқымды жануарларда нүктелік мутация, инсерция немесе делеция нәтижесінде пайда болған тұқым қуалайтын генетиклық ақаулар
Жасырын генетикалық кемтарлықтардың элиминациясы  – асыл тұқымды жануарларда кездесетін генетикалық кемтарлықтарды жоюға бағытталған іс шаралар 
Леталдық мутация – мутация нәтижесінде эмбрионның өліп қалуы
Нүктелік мутация – геннің интрондық немесе экзондық бөлігінде бір нуклеотидтің екінші бір нуклеотидке алмасуы нәтижесінде пайда болған мутация 
ПТР өнімдері – полимераздық тізбек реакциясының нәтижесінде көбейтіліп алынған ДНҚ молекуласы
Рестриктаза – бактериялардан бөлініп алған ферменттер, ДНҚ молекуласын сайт рестрикциясына сәйкес кеседі 
Рестрикция – ДНҚ молекуласын рестриктазаның көмегімен кесу үрдісі, әдетте 37 оС немесе 55 оС температурада жүреді
Рецессивті мутация – гетерозиоталы формада білінбейтін жасырын мутациялар, гомозиготалы формада ауру тудырады
Ұрықтанғыштық гаплотиптері  – асыл тұқымды жануарларда кездесетін, эмбриондардың ерте даму сатысында өліп қалуымен байланысты гаплотиптер 
Эмбиронның имплантациясы – ұрықтанғанн кейін екі аптадан соң эмбрионның жатыр кілегей қабатына бекінуі, жабысуы 
Эмбрионның нидациясы -  эмбрионның жатыр қуысына түсуі және 14-17 тәуліктерде жатыр кілегей қабатына жабысуы 
Эмбрионалдық өлім – сиырларда эмбриондардың ерте даму сатысында, жиі 8-42 тәулік арасында дамуын тоқтатуы
Эндонуклеза – рестриктаза түсінігінің синонимы, ферменттер
Эстралдық цикл – сиырларда өтіп отыратын физиологиялық үрдіс, ұзақтығы сиырлрда 18-21 күн, түрлі морфологиялық, физиологиялық өзгерістермен сипатталады 
Фенолдық әдіс – молекулярлық генетикада жиі қолданатын, биологиялық материалдардан ДНҚ бөліп алудың классикалық тәсілі 
Электрофореграмма – агарозадан гель дайындап, электрофорез жүргізіп, нәтижесін гель құжаттаушы жүйемен алған нәтиже
Элонгация – амплификацияның маңызды сатысы, жүру температурасы 72 °С, ұзақтығы синтез деп алып жатқан фрагменттің ұзындығына байланысты, 30 сек пен 120 сек аралығында болады 
nonsense мутациясы – мағынасы жоқ мутация
Primer 3 – компьютерлік бағдарлама, амплификация жасау үшін праймерлердің дизайнын жасауға мүмкіндік береді
Primer 1 - компьютерлік бағдарлама, амплификация жасау үшін Tetra праймерлердің дизайнын жасауға мүмкіндік береді










































БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

АГ - агарозалық гель 
ӘБ - әсер бірлігі
г-грамм
ДНҚ - дезоксирибонуклеин қышқылы 
ИФТ - иммуноферменттік талдау әдісі 
ЖШС – жауапкершілігі шектеулі серіктестік
ж.н. - жұп нуклеотид
ҚазҰАЗУ– Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университеті
мм - миллиметр
мкг - микрограмм
мкл - микролитр 
от - оптикалық тығыздық
нидация – имплантация ұғымының синонимі 
ПТР - полимераздық тізбек реакциясы
РФҰП  - рестриктелген фрагменттер ұзындықтарының полиморфизмі 
ЭДТА -  этилендиаминтетра сірке  қышқылы 
оС-Цельций градусы
APAF1 - apoptotic protease activating factor 1, HH1 ұрықтанғыштық гаплотипіне жауапты  ген
APOB - apolipoprotein B, HCD ұрықтанғыштық гаплотипіне жауапты  ген 
Brachyspina - FANCI 3329 жұп нуклеотидтен тұратын бөлігінің түсіп қалу нәтижесінде пайда болған  ірі қара малының генетикалық кемтарлығы 
CRS-PCR - (created restriction site), генетикалық кемтарлық кезінде кездесетін нүктелік мутацияны детекция үшін тура немесе кері праймер тізбектерінің   ішінде рестрикция сайтын енгізу 
CNV - (copy number variation) көшірмелер варициясының саны, ауылшаруашылық малдарына геномдық селекция жүргізуде қолданылатын жақсы құрал 
CVM  - Complex Vertebral Malformation,  омыртқаның кешенді кемтарлығы, тұқым қуалау түрі рецессивті, гетерозиготалы формада фенотиптік белгілер білінбейді
DUMPS - Deficiency of Uridine Monophosphate Synthase,  ірі қара малында уридин-моно-фосфат-синтетаза ферментінің жетіспеушілігі
GART - glycinamide ribonucleotide  transformylase,  HH4 ұрықтанғыштық гаплотипіне жауапты  ген
HCD - Cholesterol deficiency, холестериннің жетіспеушілігі ұрықтанғыштық гаплотипі
HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HH6, HH7 – голштеин тұқымдас сиырларында кездесетін ұрықтанғыштық гаплотиптері  
HH- Holstein haplotypes, голштеин гаплотипі  
BY- Брахиспина синдромы
F -  тура праймер 
dATP, dGTP, dCTP, dTTP – ПТР компоненті, дезоксирибонуклеозидтрифосфаттар А,G,C,Т
LoF-мутаций (loss-of-function) – бұл гомозиготалы күйде ақзат синтезінің тоқтатылуына немесе эмбриондық өлімді тудыратын функционалды емес ақуыздардың синтезіне әкелетін мутациялар;
NCBI - National Center for Biotechnology Information, Ұлттық биотехнологиялық ақпараттар туралы орталық 
рН – молекулярлық генетикада буфердің қышқылдық немесе сілтілік деңгейі 
HOCANF108240078 – сиырдың жеке нөмері, Канадада туған 
KZB157507921 – сиырдың жеке нөмері, Қазақстанда туған 
PAG - pregnancy associated glycoproteins
PCR - Polymerase chain reaction
NEFA - этерифицирленбеген май қышқылдары
R - кері праймер
SNP -  (Single Nucleotide Polymorphisms), ген тізбектерінде бір нуклеотидтің екінші нуклеотидке ауысуынан болған нүктелік полиморфизм 
SDE2 – гаплотип гені 
SMC2 - structural maintenance of chromosomes 2, HH3 ұрықтанғыштық гаплотипіне жауапты  ген;
STOP codon – протеин синтезі кезінде үрдісті тоқтатын кодон
ТАЕ - құрамында  сірке қышқылы және  ЭДТА негізі бар, гель-электрофорез қою кезінде қолданатын трис ацетат буфері  
ТБЕ - трис борат буфері 
ТЕ - ДНҚ элюциясын жасауға қажет буфер
TFB1M - transcription factor B1 mitochondrial, HH5 ұрықтанғыштық гаплотипіне жауапты  ген 
TES - құрамына 100 мМ ТРИС, 20 мМ ЭДТА, 10 мМ натрий хлориді кіретін, лизиске ұшырататын буфер 
Tetra-ARMS PCR  - Tetra-primer amplification refractory mutation system PCR, латентті генетикалық ақауларды балауға арналған полимерздық тізбек реакциясының бір түрі 
TMEM95 - transmembrane protein 95, бұқаларда кездесетін субфертилдік синдромының гені 
ТРИС- Трис химиялық қосындының қысқаша атауы, трис (гидроксиметил) аминометан. Трис молекулярлық генетикада кең қоланылатын компонент 
wt/mt - wild type/ mutant type, аллелдің жабайы түрі/ аллелдің мутантты  түрі
wt/wt - wild type/ wild type, аллелдің жабайы түрі/ аллелдің жабайы түрі





КІРІСПЕ

Тақырыптың өзектілігі.  Қазіргі уақытта дүние жүзінде ірі қара малында ONLINE MENDELIAN HERITANCE IN ANIMALS (OMIA) сайтының ақпаратына сәйкес 608 тұқым қуалайтын ауытқулар бар, солардың ішінде 60-тан астам генетикалық кемтарлықтарды  молекулярлық-генетикалық балау әдістерін қолдана отырып анықтауға болады. Жасырын генетикалық ақаулардың көбею тенденциясы, әсіресе голштеин, айршир, джерсей, қоңыр швиц тұқымдарында жиі эмбриональдық өліммен, сиырлардың репродуктивті қызметінің төмендеуімен сипатталады. Америкалық ғалымдардың айтуынша, белгілі леталды-рецессивті аллелдер мал шаруашылықтарына айтарлықтай экономикалық шығын келтіреді және АҚШ-та 9,4 миллион  сауын сиырларында осындай 20 ақау тұрақты түрде кездеседі. Осы аллелдер тудыратын эмбрионалдық өлім мен өлі туудың салдарынан болатын экономикалық шығындар АҚШ фермерлеріне жылына кемінде 11 миллион доллар шығын әкеледі [1]. 
Жасырын генетикалық ақаулардың ең көп саны голштеиндік ірі қара мал тұқымында кездесетіні белгілі, өйткені бұл тұқымның саны көп, ол дүние жүзінің 160 елінде өсіріледі, ұрғашы малды қолдан ұрықтандыру тұқым қуалайтын аномалиялардың тез таралуына ықпал етеді. Шетелдік ғалымдардың деректері бойынша голштеин тұқымында ұрықтанғыштық гаплотиптерін тасымалдаушылардың таралуы төмендегідей: HH1 - 1,6%, HH3 - 3,1%, HH4 - 4,2%, HH5 - 1,8%, HBY - 2,4%, HH6 - 1,6%, HH7 - 1,1%. Осыған байланысты ұрықтанғыштық гаплотиптерінің гетерозиготалы тасымалдаушыларын анықтауға генетикалық мониторинг еліміздің агроөнеркәсіп кешені үшін қажетті ветеринариялық шара болып табылады, ал тұқым қуалайтын аномалияларды анықтау әдістерін дамыту ветеринария ғылымының маңызды міндеті болып табылады [2].
Қазіргі уақытта Қазақстандық ғалымдар ірі қара малдың жасырын генетикалық ақауларын анықтау үшін келесі тұқым қуалайтын аномалиялар, яғни BLAD, CVM, DUMPS, BC, FXID, Брахиспина синдромы, сиырлардағы ұрықтанғыштық гаплотиптері HH1, HH3, HH4, HH5, HCD және аталықтардың субфертилді синдромын балауға заманауи молекулярлық-генетикалық әдістерін (ПТР-ПРДФ талдау, Реал-ПТР балауы) жасап, сәтті қолданып келеді [3-5]. 
Мәселен, 2018 жылы голштеин тұқымдас ірі қара малының шетелдік селекциясының Қазақстандық популяциясында алғаш рет холестерин тапшылығының (HCD ұрықтанғыштық гаплотипі) гетерозиготалы тасымалдаушылары анықталды, кездесу жиілігі 11,8% құрады [6]. 
Өткен 2021 жылы голштеин тұқымдас сиырларында TFB1M генінде (HH5 ұрықтанғыштық гаплотипінің)  гетерозиготалы тасымалдаушылары анықталды, олардың таралуы 4,5% құрады. Қазақстандық ғалымдар 2022 жылы Алматы және Қызылорда облыстарындағы төрт ірі асыл тұқымды шаруашылықтарда голштеин тұқымдас сиырларға генетикалық кемтарлықтарға мониторинг жүргізіп, HH1 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларын анықтады. Осы популяцияда HH1 ұрықтанғыштық гаплотипін гетерозиготалы тасымалдаушыларының таралуы 4,82% құрады. Қазақстан популяциясында ДНҚ сынамасының алғашқы нәтижелері бойынша HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларының кездесуі 1,45% құрады, ал HH4 гаплотипінің тасымалдаушылары анықталмады [7,8].
Сиырлардағы сүт өнімділігінің артуы өлімге әкелетін рецессивті (loss-of-function - LOF) мутациялардың жоғарылауымен қатар жүреді.  Асыл тұқымды мал басы көп елдерде жасырын генетикалық ақауларын тасымалдаушыларды анықтауға  100% генетикалық бақылау әдісін қолдану экономикалық тұрғыдан тиімсіз екені, тексерілетін жануарлардың ең төменгі оңтайлы үлесі 20%-дан аз болмауы керек екендігі анықталды. Осылайша, бүгінгі күні өлімге әкелетін ауытқулардың пайда болуын азайту стратегиясы асыл тұқымды малды ішінара, әсіресе ұрғашы малды қолдан ұрықтандыру үшін пайдаланылатын асыл тұқымды бұқаларды сынау арқылы зиянды мутацияларды жою процесін басқаруға бағытталуы керек [9]. 
Асыл тұқымды малдарда тұқым қуалайтын ауытқулардың көбеюіне байланысты, жасырын генетикалық ақауларды жою процесін басқарудың тиімді жолы мутацияны тасымалдаушы малдарды анықтау, зиянды мутациялардың гетерозиготалы тасымалдаушыларының сперматозоидтарын пайдалануды бақылау болып табылады. Қазіргі уақытта мутацияны тасымалдаушы малдарды анықтау және осы малдарды жою экономикалық тұрғыдан тиімсіз болып шықты, өйткені жоғары өнім беретін малдар көбінесе зиянды мутациялардың тасымалдаушылары болып табылады.
Зерттеулердің мақсаты:
Алматы облысы, Қарасай ауданы, «Медеу Коммерц» шаруашылығындағы асыл тұқымды голштеин тұқымдас шет елдік селекция сиырларында НН1, НН3, НН4, НН5,  НСD, НН0  ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуын зерттеу, олардың молекулярлық генетикалық балау әдістерін жетілдіру және сиырларда эмбрионалдық өлімнің жиілігін зерттеу, алдын алу. 
Зерттеудің міндеттері:
1. «Медеу Коммерц» шаруашылығында голштеин тұқымдас сиырларынан зерттеу тобын құру, олардан биологиялық материал алу, ДНҚ бөліп алу және оның сапасын анықтау; 
2. Зерттеу жүргізетін   APAF1,  SMC2, GART,  TFB1M, APOB, FANCI гендерінің тізбектеріне талдау жасау,  праймер тізбектерін арнайы әдебиеттен алу немесе Primer 3 бағдарламасының көмегімен праймерлер дизайнын жасау;
3.  Зерттеу тобындағы сиырлардың  ДНҚ үлгілерін НН1, НН3, НН4, НН5,  НСD, НН0  ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша ПТР, ПТР-РФҰП тәсілімен генотиптеу, гетерозиготалы тасымалдаушы үлгілерді детекция жасау;  
3. ДНҚ үлгілерін НН1, НН3, НН5,  ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша Tetra-Primer ARMS-PCR ның көмегімен генотиптеу үшін Primer 1 бағдарламасымен праймерлер дизайнын жасау және гетерозиготалы тасымалдаушы үлгілерді анықтау; 
4. Сиырларға BCS COWDITION бағдарламасымен зерттеу жүргізу, ол зерттеудің нәтижесінің сиырлардың қолдан ұрықтандыру нәтижесімен байланысын анықтау, сиырларды қолдан ұрықтандыруға оңтайлы BCS COWDITION көрсеткіштерін  анықтау;
5. Шаруашылықта сиырларда эмбрионалдық өлімнің таралуын ИФТ әдісінің көмегімен зерттеу, эмбрионалдық өлімнің алдын алу нобайларын құрастыру.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы. Диссертациялық жұмыста алғаш рет Қазақстандық голштеин тұқымдас шет ел селекциясындағы сиырларда НН1, НН3, НН4, НН5,  НСD, НН0 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің гетерозиготалы тасымалдаушылардың таралуы анықталды және APAF1,  SMC2, GART,  TFB1M гендер локустары бойынша нүктелік мутацияны детекция жасау  оңтайландырылған Tetra-Primer ARMS-PCR  көмегімен жүзеге асырылды, сиырлардың нәтижелі ұрықтандырылу деңгейімен BCS COWDIT көрсеткіштері арасындағы корреляциялық байланыс анықталды.
Диссертация тақырыбының мемлекеттік бағдарламалармен байланысы. Диссертациялық жұмыс келесі бағдарламалар аясында орындалды: «Мал шаруашылығында торшалық репродуктивтік технологияларды пайдалану негізінде селекциялық үрдістерді қарқындату» тақырыбындағы ҚР БҒМ ғылыми жоба аясында орындалды, мемлекеттік тіркеу № 0115РК00728, (2015-2017 жж),  «Ірі қара мал шаруашылығында сұрыптау әдістерінің тиімділігін арттыру», тақырыбы бойынша ҚР АШМ БМҚ бағдарламасы бойынша, BR06249373-OT-20, (2018-2020 жж),  «Ірі қара малында жасырын генетикалық мутацияларды балау әдістерін ойлап табу және тұқымқуалайтын кемтарлықтарды жою үрдісін басқару» тақырыбы бойынша ҚР БҒМ гранттық қаржыландыру жобасы,  ИРН АР09057988, (2021-2023 жж).
ҒЗЖ жүргізілген орны – ҚазҰАЗУ, Қазақ-Жапон инновациялық орталығына қарасты «Жасыл биотехнология және торшалық инженерия», зертханасында, «Акушерлік, хирургия және өсіп-өну биотехнологиясы» кафедрасының зертханасында, Варминск-Мазур университетінің «Ветеринариялық медицина»  факультетінде (Польша, Олштын қаласы), Ресей Федерациясы Бүкіл Ресейлік генетика және малдарды өсіру ҒЗИ  «Молекулярлық цитогенетика» зертханасында (Ресей, Санкт-Петербург-Пушкин қаласы), өндірістік тәжірибелер  Алматы облысы, Қарасай ауданы, «Медеу Коммерц» шаруашылығында  жүргізілді.
Жұмыстың теориялық және практикалық маңызы. Жалпы Қазақстан Республикасында шел елдік селекция мал басының саны артуы динамикасы байқалады, ал бүгінгі таңда ірі қара малында 544 тұқым қуалайтын аурулар бар, олардың ішінде 46 генетикалық кемтарлықтарды молекулярлық генетикалық балау әдістерімен детекция жасауға болады. 
Жұмыстың теориялық маңызы - елімізде голштеин  тұқымдас ірі қара популяциясында ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуы анықталды, оларды балаудың молекулярлық генетикалық әдістері жетілдірілді, оңтайландырылды. Сонымен бірге нүктелік мутация нәтижесінде пайда болған жасырын генетикалық кемтарлықтарды балауға классикалық ПТР-РФҰП тәсілінен артықшылықтары бар Tetra-Primer ARMS-PCR әдісі қолданылды.  Зиянды мутациялардың жиілігін төмендетуге жаңа стратегиялық әдіс қолданылды, мал басының 10-15 %  генетикалық мониторингтен өткізе отырып, генетикалық кемтарлықтарды  элиминацияға ұшырату үрдісін басқару арқылы жүзеге асыру.
  Жұмыстың практикалық маңызы - Қазақстан Республикасы мүше болып табылатын, Еуразиялық экономикалық комиссия Алқасының 2020 жылғы 2 маусымдағы № 74 шешіміне (Еуразиялық экономикалық одаққа мүше мемлекеттердің асыл тұқымды өніміне молекулярлық-генетикалық сараптама жүргізу туралы ереже) сәйкес осы одақ мүшелері, мемлекеттері арасында тірі асыл тұқымды малдарды сату және сатып алу, биологиялық материалдарды (қатырылған шәует, эмбрион) барлық сынамалар генетикалық скринингтен өтуі міндетті. Осы тұрғыдан алғанда диссертациялық жұмыс көлемінде НН1, НН3, НН4, НН5,  НСD, НН0  ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша ДНҚ тестілеу жүйелері жетілдірілген, соның ішінде НН1, НН3,  НН5 гаплотиптерін балауға замануи Tetra-Primer ARMS-PCR  әдісі қолданылған.  Бүгінгі таңда ең көп генетикалық кемтарлықтар тараған тұқым - голштеин тұқымдас ірі қара малы болып табылады, сондықтан осы мал басына генетикалық мониторинг жүргізу, гетерозиталы тасымалдаушы бұқалар мен сиырларды анықтау, оларды мал басын көбейту үшін генетикалық тестілеу нәтижесіне сүйене жүргізу экономикалық жағынан тиімді ветеринариялық іс шара.  
Патенттік зерттеулер туралы мәліметтер және қорытындылары. ҚР ҰҒТАО ғылыми - техникалық және нормативтік құжаттарына патенттік ізденістер жүргізілді. ҚР Әділет министрлігінің зияткерлік меншік құқығы жөніндегі комитетінің, Ұлттық зияткерлік меншік институтынан  1 инновациялық патент, 1 пайдалы моделге патент алынды. «Голштеин тұқымдас ірі қара малында HH4 ұрықтанғыштық гаплотипін тасымалдаушыларды  ПТР-РФҰП  талдау тәсілімен анықтау әдісі»  ҚР өнертабыс патенті 34026 ҚР, 2018 жыл, «Ірі қара малында (brachyspina syndrome) брахиспина синдромын полимераздық тізбек реакциясымен анықтау тәсілі», ҚР пайдалы модель  патенті 5479, 2020  жыл. Сонымен қатар, «Голштеин тұқымдас ірі қара малында HH1 ұрықтанғыштық гаплотипін тасымалдаушыларды  ПТР-РФҰП  талдау тәсілімен анықтау әдісі» тақырыбындағы 1 инновациялық патентке 2021 жылы тапсырыс берілді. 
Зерттеу жұмыстарының нәтижелерін ендіру. Ғылыми зерттеу жұмыстарының нәтижелері «Ветеринариялық медицина» мамандығы бойынша оқу үрдісінде, бакалавриат, магистрант, PhD докторанттар деңгейінде қолданыста, оқу үрдісіне арнайы дайындалған «Ветеринариядағы молекулярлық-генетикалық балау әдістері»  элективтік пәнінен  зертханалық сабақтарды жүргізуге 5В120100 – «Ветеринарная медицина» мамандығы  бойынша студенттерге  арналған әдістемелік нұсқаулар зертханалық сабақ жүргізуде пайдаланылады. 


Қорғауға ұсынылған негізгі қағидалар:
-  Алматы облысы, Қарасай ауданы, «Медеу Коммерц» шаруашылығының сиырларының ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша ДНҚ тестілеу жүргізу үшін APAF1,  SMC2, GART,  TFB1M, APOB, FANCI гендерінің тізбектеріне талдау нәтижелері;
- «Медеу Коммерц» шаруашылығындағы 164 бас голштеин тұқымдас сиырларының НН1, НН3, НН4, НН5,  НСD, НН0  ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеу нәтижелері, анықталған гетерозиготалы тасымалдаушы сиырлар, оларды пайдалану тәртібі туралы ақпараттар;
- ДНҚ үлгілерін балама Tetra-Primer ARMS-PCR әдісімен генотиптеу нәтижелері, осы әдістің артықшылықтары және экономикалық, әдістемелік тиімділіктері;
- Зерттеу тобындағы сиырларда НН1, НН3, НН4, НН5,  НСD, НН0  ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша гетерозиготалы тасымалдаушылар, олардың үлесі, генеалогиялық талдау нәтижелері; 
- Сүт фермасында  сиырларда эмбрионалдық өлімнің таралуын ИФТ және трансректалдық әдістерімен зерттеу нәтижелері және оның алдын алу  нобайларын құрастыру;
- Өндіріс жағдайында сиырларға BCS COWDITION бағдарламасының көмегімен олардың қоңдылығын анықтау және осы көрсеткіштердің нәтижелі ұрықтану үлесімен байланысын зерттеу нәтижелері.
Зерттеу нәтижелерінің сынақтан өтуі.
Диссертацияның материалдарына сәйкес 22 ғылыми еңбек жарияланды, 1 мақала «VETERINARSKI ARHIV» журналында «Identification of monomorphic and polymorphic genes associated with recessive fertility defects in Holstein cows reared in Kazakhstan», ISSN 0372-5480, 2022, Vol. 92, No. 1, pp. 27-35, Scopus  базасына енген, Қазақстан Республикасының өнертабыстарына арналған 1 патент және Қазақстан Республикасының пайдалы моделіне арналған 1 патент,  ҚР БҒМ Білім және ғылым саласындағы бақылау комитетінің тізімінен республикалық ғылыми журналдарда 3 мақала 
- «Ізденістер, нəтижелер – Исследования, результаты» ғылыми-сараптамалық журналында № 1(85) 2020, ISSN 2304-3334. - 33-39б., 
- Орал қаласының Жәңгір хан атындағы университететінің «Ғылым және Білім» журналында том 1 № 1 (66) 2022, - 23-31 б., 
- С.Сейфуллин атындағы Қазақ агротехникалық университетінің. «Ғылым жаршысы» № 1 (112) 2022, - 301-310 б. және 15 мақала халықаралық конференциялар материалдарында және 2- әдістемелік нұсқау жарық көрген.
- Студенттердің, аспиранттар мен жас ғалымдардың «Жастардың ветеринарлық медицина мен елдің агроөнеркәсіптік кешенін дамыту бойынша білімі» атты халықаралық ғылыми-тәжірбиелік  конференциясында (Санкт-Петербург-2018. б. 22-23) баяндама жасалып, мақала жарық көрді.
- «Аграрлық ғылым – ауылшаруашылық саласына» атты                                   XV халықаралық ғылыми-тәжірбиелік конференцияда (Алтай аграрлық университеті, Барнаул қаласы, 2020 ж., б. 282-283) баяндама жасалып, мақала жарық көрді.  
Диссертация нәтижелерінің жариялануы.
- Зерттеу нәтижелері Scopus деректер базасына кіретін және импакт факторы бар халықаралық «VETERINARSKI ARHIV» ISSN 0372-5480 2022, Vol. 92, No. 1, pp. 27-35 ғылыми журналында мақала жарияланды. (Венгрия, Будапешт қаласы, 2022 ж).
Диссертациялық жұмыстың құрылымы мен көлемі.  Диссертация 130 бетте компьютермен теріліп басылған, ол келесі бөлімдерден тұрады: анықтамалар (3 бет), бeлгілeулeр мeн қысқартулар (2 бет), кіріспе (6 бет), әдебиетке шолу (35 бет), зерттеу әдістері мен материалдары (14бет), зерттеу нәтижелері (29 бет), зерттеу нәтижелерін  талқылау (2 бет), қорытынды                     (2 бет), тәжірибeлік ұсыныстар (1 бет), қолданылған әдебиеттер тізімі (20бет), соның ішінде 215 отандық және шетелдік авторлардың еңбектері және қосымшалар (7 бет). Диссертация материалдары 14 кестемен және 24 суреттермен безендірілген.




























1 ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ

1.1 Голштеин тұқымдас ірі қара малында кездесетін HH1, HH3, HH4, HH5 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің генетикалық табиғаты, балау әдістері және таралуы 

Соңғы жылдары голштеин тұқымдас сиырлардың сүт өнімділігінің тұрақты артуының аясында оларда репродуктивтік функцияларының төмендеуі байқалады, ғалымдар бұл төмендеуді генетикалық факторлармен және зат алмасуының бұзылуымен байланыстырады. Голштеин тұқымында буаздыққа әсер ететін, эмбриональдық өлімді тудыратын (HBR, HCD, HDR, HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HH6, HHB, HHC, HHD, HHM, HHP, HHR)  ұрықтанғыштық  гаплотиптері бар. Шетелдік ғалымдар сиырлардың ұрықтанғыштық қабілетіне және сүт өнімділігіне генотиптің әсерін бағалау үшін – гомозиготалық қатар (runs of homozygosity, ROH) деп аталатын көрсеткішті қолданады, бұл көрсеткіш ұрықтанғыштық пен сүт өнімділігіне қолайсыз генотиптерді анықтауға мүмкіндік береді. Осылайша, Айршир сиырларында репродуктивтік функциясымен байланысты 11 гомозиготалық қатар және сүт өнімділігімен байланысты 10 гомозиготалық қатар белгілі. Ғалымдар  инбридингтің алдын алу мақсатында ROH көрсеткішін селекцияда қолдануды ұсынып отыр [10].
Сүтті және етті бағыттағы ірі қара малда репродуктивті фенотиптер көп, әдебиеттерді мета-талдау сүтті және етті сиырлардағы репродуктивті белгілердің көпшілігінің тұқымқуалаушылыққа бейімділігінің төмендігін көрсетеді (0,02-ден 0,04-ке дейін). Бұқалардың көбеюге байланысты фенотиптері (мысалы, сперматозоидтардың сапасы) ұрғашы сиырлардың фенотиптеріне қарағанда тұқым қуалаушылық қасиеті жоғары болып келеді, сперматозоидтарға қатысты белгілер үшін орташа тұқым қуалаушылық бағалаулары 0,05-тен 0,22-ге дейін. Көбіне ұрғашы малдың репродуктивтік белгілерінің төмен деңгейде тұқым қуалауы генетикалық сұрыптаудың фенотиптік көрсеткіштерге әсері жоқ дегенді білдірмейді, оған дәлел соңғы уақытта сауын сиырларындағы репродуктивтік функциялардың төмендеуі, бұл малдарды сүт өнімділігіне қарай қарқынды селекциялауға байланысты болып табылады [11].
Өкінішке орай, малдардың репродуктивтік қызметі - ұрғашы және еркек малдың ұрықтанғыштық қабілетіне, малдардың денсаулығы, табынды ұстау, қоршаған орта, азықтандыру сияқты көптеген факторларға байланысты. Демек, репродуктивтік қабілетінің тұқым қуалаушылығы әдетте сиырларда өте төмен (0,02-ден 0,04-ке дейін), ал бұқаларда (0,05-0,22) сәл ғана жоғары [11]. 
Жапония ғалымдары НН1 ұрықтанғыштық гаплотип тасымалдаушыларының таралуын зерттеу мақсатында голштеин тұқымдас сиырлардың қанынан 240 бас ДНҚ үлгілерін және 15 мумияланған ірі қара төлдерінен  оқшауланған ДНҚ үлгілерін генетикалық сынақтан өткізген. Генотиптеу нәтижелері бойынша сиырларда және мумияланған төлдерде APAF1 гендік мутация тасымалдаушыларының пайда болуы сәйкесінше 2,9% және 33,3% құрады, бұл сиырлардағы ерте эмбриональды өлім этиологиясындағы APAF1 геніндегі мутацияның теріс рөлін көрсетеді. Сонымен бірге Жапония ғалымдарының пікірінше, НН1 ұрықтанғыштық гаплотипі мутациясының тасымалдаушысы гетерозиготалы сиырларда сары дене секреторлық функциясының төмендеуі байқалып, атап айтқанда эстральды цикл кезінде прогестерон гормонының түзілуі төмендейді деген болжам бар. ИФТ әдісімен майсыз сүттегі прогестерон гормонының мөлшері анықталды және гомозиготалы сау сиырларда және APAF1 генінің локусындағы гетерозиготалы тасымалдаушыларда осы гормонның концентрациясында айтарлықтай айырмашылық болды  [12].
Голштеин сиырларының Американдық популяциясының генетикалық көбеюі (құнажындардың буаз болу көрсеткіші - құнажындардың буаздық коэффициенті) 2007 жылға дейін теріс сандық мәнге ие болды (-0,5-тен 0-ге дейін), 2007 жылдан бастап генетикалық өсу тенденциясы байқалды және 2015 жылы бұл көрсеткіші + 0,3 коэффициентті құрады [13]. 
Жоғары өнімді сүтті ірі қара малдың, әсіресе голштеин фриз тұқымының репродуктивтік көрсеткіштері 1980 жылдардан бастап төмендегені белгілі, өйткені көптеген функционалдық белгілер (ұрықтандыру көрсеткіші, буаздық көрсеткіші) сүт өнімділігімен кері байланыста [14]. 
Өлімге әкелетін жасырын мутациялардың жоғары жиілігі нәтижесінде АҚШ шаруашылықтары үлкен экономикалық шығынға ұшырады, тек голштеин сиырларындағы HCD және HH3 ұрықтанғыштық гаплотиптері ғана жыл сайын 1 696 555 және 1 381 452 АҚШ доллары көлемінде зиян келтіреді [15]. 
Жақында Фриц және оның әріптестері HH3 гаплотитерінің француздық голштеиндердің ұрықтанғыштық қабілетін эмбриондардың өлуіне  әкелетінін растады [15, б.7274]. 
Дегенмен, осы жағымсыз факторларға назар аударудың артуына байланысты көптеген елдер репродуктивтік параметрлерді тіркеп, өздерінің ұлттық селекциялық бағдарламаларына ұрықтанғыштық белгілерін енгізді [16].
Американдық популяцияның голштеин  тұқымдас ірі қара малында келесі ұрықтанғыштық гаплотиптері: HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HHC, HCD кездеседі, олардың таралуы - 2,76%, 1,92%, 1,66%, 2,95%, 0,37%, 2,22%, 1,37% және 2,50%, сәйкесінше. Ірі қара малда HH4 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау әдісі кері праймерге бір нуклеотидті алмастыруды енгізу арқылы GART генінің кодтау бөлігінде SNP полиморфизмін анықтау үшін SspMI рестриктаза ферментін оның рестрикция сайты C/TAG қолдануды қарастырады [17]. 
Ғалымдардың пікірінше, ұрықтанғыштық гаплотиптері сүтті бағыттағы ірі қара малының барлық дерлік негізгі тұқымдарында анықталған: голштеин тұқымында 15 гаплотип, джерсей тұқымында 2 гаплотип (JH1 JH2), қоңыр Швиц тұқымы 2 гаплотип (BH1, BH2), айршир тұқымында 2 гаплотип (AH1, AH2). Голштеин тұқымында келесі ұрықтанғыштық гаплотиптері кездеседі: HBR, HCD, HDR, HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HHB, HHC, HHD, HHM, HHP, HHR, олар буаздық деңгейіне теріс әсер етеді және сиырлардағы буаздықтың әртүрлі кезеңдерінде эмбриональды және ерте постэмбриональды өліммен байланысты болып келеді. Сиырлардағы НН1, НН3, НН4, НСD, HHD, HH0 (тиісінше, APAF1, SMC2, GART, APOB, UMPS, FANCI гаплотиптерінің гендері) локустары бойынша ұрықтанғыштық гаплотиптерінің диагностикасы жануарлардың популяциясының генетикалық мониторингі жүйесіндегі негізгі элементтердің бірі болып табылады [17, б.176]. 
Ірі қара малдың HH1 гаплотипінің APAF1 гені 5 хромосомада орналасқаны және генетикалық ақау APAF1 генінің XI экзондық бөлігіндегі 63150400 С→Т позициясындағы нүктелік мутацияның нәтижесі екені белгілі. Сиырларда HH1 ұрықтанғыштық гаплотипі  ірі қараның (BTA5) 58-66 Mb (UMD 3.0 геномдық жинақ) 5 хромосомасында орналасқаны анықталды. Аталған генетикалық ауытқудың себебі CAA/TAA nonsense мутациясы, APAF1 (apoptotic protease activating factor 1) генінің кодталатын XI экзонды аймағында 63150400 позициясында бір нуклеотидтің С→T алмасуынан болады.Осы нүктелік мутация нәтижесінде Stop кодон түзіліп, сәйкес пептидтің синтезі үзіледі.  Генеалогиялық талдау көрсеткендей, бұл жасырын генетикалық ақаудың арғы атасы 1962 жылы АҚШ-та дүниеге келген және одан тараған 16 000-нан астам ұрғашы төлдері бар Pawnee Farm Arlinda Chief бұқасы. Гомозиготалы APAF1 имплантация алды эмбриондары буаздықтың 16-күніне дейін ерте өлетіні белгілі. Шетелдік ғалымдардың мәліметтері бойынша, бұл мутация соңғы 35 жылда дүние жүзінде 525 000 өздігінен іш тастауға әкеліп, экономикалық шығын шамамен 420 миллион АҚШ долларын құраған [18].
Сиырлардың репродуктивті қызметінің мониторингі көрсеткендей, соңғы 35 жыл ішінде дүние жүзінде APAF1 генінің (HH1 гаплотипі) мутациясы 525 000 өздігінен іш тастауға әкелген осы мутация нәтижесінде әлемде экономикалық шығын шамамен 420 миллион долларды құраған, соңғы 10 жылда молекулярлық-генетикалық әдістермен ұрықтанғыштық гаплотиптерінің тасымалдаушыларын анықтаудың арқасында 2015 жылғы 8%-дан 2%-ға дейін HH1 гаплотипінің голштеин тұқымының популяцияларында таралуы төмендеді. Ірі қара малдың HH1 гаплотипінің APAF1 гені 5-хромосомада орналасқаны және генетикалық ақау APAF1 генінің XI экзондық бөлігіндегі 63150400 С→Т позициясындағы нүктелік мутацияның нәтижесі екені белгілі. Ұрықтанғыштық гаплотиптерін балау кезінде аса маңызды кезең олардың пайда болуының молекулярлық генетикалық табиғатын зерттеу және сол негізде балау әдістерін құрастыру  [18,б.6693], [19,20].
Ресей ғалымдары белгілі APAF1 генотиптері (CC және CT генотиптері) бар анықтамалық үлгілер сериясын жасап, HH1 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін пиросеквенирлеуді қолданды. Ал, Қазақстандық ғалымдар осы мақсатта APAF1 генінің құрамындағы нүктелік мутацияны детекция жасау үшін классикалық ПТР-РФҰП әдісін қолданған.  Ірі қара малда HH4 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтаудың қолданыстағы әдісі бір нуклеотидті енгізу арқылы GART генінің кодтау бөлігінде (глицинамид рибонуклеотид формилтрансфераза) SNP полиморфизмін анықтау үшін C/TAG тану учаскесі бар SspMI шектеу ферментін қолдануды қамтиды. HH1 ұрықтанғыштығының гаплотипін анықтаудың белгілі әдісі күрделі генотиптеу әдісін қолдануды, қажетті APAF1 генінің фрагментін күшейтуді, содан кейін алынған ПТР өнімін пиросеквенирлеуді қамтиды. HH1 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін ғалымдар пиросеквенирлеу әдісін қолданды және белгілі APAF1 генотиптері (CC және CT генотиптері) бар анықтамалық үлгілер сериясын жасады. HH1 ұрықтанғыштық гаплотипін анықтау әдісі күрделі генотиптеу әдісін қолдануды, қажетті APAF1 генінің фрагментін күшейтуді, содан кейін алынған ПТР өнімін пиросеквенирлеуді қамтиды. Ірі қара малдағы HH4 ұрықтанғыштық гаплотипі тасымалдаушыларын анықтау әдісі кері праймер құрамындағы бір нуклеотидті ауыстыруды енгізу арқылы GART генінің кодтау бөлігінде SNP полиморфизмін (глицинамид-рибонуклеотид-трансформилаза, glycinamide ribonucleotide formyltransferase) анықтау үшін C/TAG тану сайты бар SspMI  рестриктазасын қолдануды қарастырады [21, 22].
Ресейдегі голштеин тұқымды ірі қара малының бұқалары мен сиырларының тасымалдаушыларының қатынасы сәйкесінше FANCI үшін 2,89 және 4,13%, APAF1 үшін 2,04 және 1,83%, SMC2 үшін 1,14 және 2,98%, GART үшін 1,30 және 1,04% және APOB үшін 5,57 және 2,06% құрады [23]. 
APAF1 генінің мутантты аллелінің эмбриональды өлімнің этиологиясындағы теріс рөлі зерттеулермен дәлелденді. Мұнда 15 мумифицирленген голштеин төлі зерттеліп және олардың 5-нен леталды APAF1 мутациясының гомозиготалы тасымалдаушылары анықталды [24]. 
 HH1 гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтаудың жаңа тиімді әдісі 2020 жылы келесі праймер жұбын қолдану арқылы жүзеге асырылды: тура 5'-TTGGACGACAGCCATTTCCTA -3' және кері 5'-AATGCTTATTAAAAGTTCCAGCCC-3', бұл 261 ж.н. фрагментті амплификациялауға мүмкіндік береді. Аталған әдістің тиімділігі басқа авторлардың зерттеулерінде дәлелденді  [25, 26]. 
APAF 1 гені бойынша гомозиготалы эмбриондар буаздықтың 16-шы тәулігінде  өлетіні дәлелденген. Бұл мутация соңғы жылдары  бүкіл әлемде 525,000 кездейсоқ аборттарға әкеліп соқтыру нәтижесінде сүт өндіретін шаруашылықтарға  шамамен 420 миллион АҚШ доллары көлемінде экономикалық шығын әкеледі  [27]. 
Генеалогиялық талдау аталған өнімділігі жоғары асыл тұқымды бұқалардың ұрықтанғыштық гаплотиптерінің алғашқы тасымалдаушылары екенін көрсетеді: Chief, Mark, Lindy, Formation, Throne, Jordan-Red, Palermo HH1 гаплотиптерінің ата-бабалары, Outside бұқалары, Boulet Charles, Colby, Million, Mr. Burns – НН2 гаплотиптері және Glendell, Rotate, Emory, O Man, Boss Iron, Snowman-HH3 гаплотип тасымалдаушыларының ата-бабалары. Қазіргі уақытта эмбрионалдық өліммен байланысты рецессивті аутосомалдық мутациялар сиырлардың репродуктивтік функциясының төмендеуінің маңызды себептерінің бірі болып табылады. Ресей ғалымдары НН1 ұрықтанғыштық гаплотип мутациясының тасымалдаушыларын анықтау үшін зерттелетін мутация аймағында ДНҚ тізбегін тікелей талдау әдісі қолданылады және APAF1 генінің белгілі генотиптері бар анықтамалық үлгілер сериясын жасайды, аллельдердің жабайы және мутантты түрлерін анықтау үшін BstC8i рестриктазасы қолданылды. Авторлар мутация орнынан 10 bp "down-stream" қашықтықта орналасқан BstC8I рестрикцияның спецификалық емес сайтын алып тастау үшін кері праймерге нуклеотидті ауыстыру енгізілді. 593 бұқа мен 270 сиырды ДНҚ тестілеу HH1 гетерозиготалы 39 тасымалдаушыны, оның ішінде 23 бұқа мен 16 сиырды анықтады, бұл сәйкесінше 3,9% және 5,9% жиілікке сәйкес келеді [28].
Сиырлардағы H1, H2, H3 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің генетикалық табиғатын зерттеу бойынша іргелі зерттеулерді 2014 жылы Американдық ғалымдар жүргізді және тиісті гендердің кодтау бөлігінде мутацияны локализациялау орындары анықталды. Зерттеу ірі қара малдағы эмбриондардың ақаулы дамуының негізін құрайтын себептік мутацияны анықтау үшін жүргізілді және HH3 гаплотипіне сәйкес келетін SMC2 генінің 24 экзондық бөлігінде бір SNP (T/C) анықталды. Ірі қара малдағы SMN2 гені ДНҚ-ны қалпына келтіруде, жасушаның бөлінуі кезінде хромосомалардың конденсациясы мен бөлінуінде маңызды рөл атқаратыны белгілі және осы геннің функциясының бұзылуы эмбриональды дамудың бұзылуымен бірге жүреді [29].
SMC2 геніндегі нүктелік мутацияның локализациясын (HH3 гаплотипі) АҚШ ғалымдары егжей-тегжейлі зерттеді, олар голштеин тұқымындағы HH3 гаплотипінің пайда болу себебі F1135S позициясында анықталған нүктелік мутация болып табылады.  Келесі функционалды зерттеулер F1135S мутациясының SMC2 биохимиялық әсерін HH3 гомозиготалы күйімен байланысты ірі қара эмбрионының дамуының алғашқы 60 күнінде өздігінен түсік түсірудің әсерін тудыратындай етіп өзгертетінін анықтау үшін қажет. HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің SMC2 (structural maintenance of chromosomes 2) гені 8-хромосомада орналасқан, SMC2 геніндегі нүктелік мутацияның локализациясын американдық ғалымдар терең зерттеген және олардың болжауынша голштеин тұқымдас сиырларда HH3 гаплотипінің пайда болу себебі F1135S (95410507) позициясында  анықталған T→C   алмастыратын нүктелік мутация болып табылады. Болашақ функционалдық зерттеулер F1135S мутациясы SMC2 генінің биохимиялық әсерін HH3 гаплотипімен байланыстыратын эмбрионалдық дамудың алғашқы 60 күнінде өздігінен іш тастауға алып келетіндей өзгерістерге ұшырататынын анықтау үшін қажет. Бұл ұрықтанғыштық гаплотиптің таралуы – Gray View Skyliner және Glendell Arlinda Chief  бұқаларынан бастау алған  [30].
Біздің генотиптеу нәтижелерінен басқа HH3 ұрықтанғыштық әсерінің негізінде жатқан SV себепті мутация екенін айқындайтын SMC2 (25 экзон) генінде кодталатын мутацияланған сиыр ақуызының (1244 амин қышқылдары)  тікелей функционалды зерттеулері жоқ бұл [31,32].
Бүгінгі таңда голштеин тұқымдас ірі қара малында HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің балау әдісінің алгоритмі толықтай зерттелген және генетикалық мониторинг жүргізуге мүмкіндік береді [33,34]. 
Сиырлардың ұрықтандыру қабілетінің төмендеуі – сүтті бағыттағы мал шаруашылығындағы негізгі мәселе болып табылады және ірі қара малдың жоғары сұрыпталған және арнайыланған тұқымдарында байқалатын инбридингтің салдары болып табылады. HH4 гаплотипінің GART (glycinamide ribonucleotide  transformylase) гені 1-хромосомада 1,9–3,3 Mb позицисында,  осы гаплотиппен байланыстырылатын екі мутация белгілі, А нуклеотидінің С- ға алмасуы (g.1277227A/C) және G нуклеотиді A-ға (g.2490314G/A) позицияларында алмасады. Алғашқы бір нуклеотидтік алмасу 290 позицияда Asn→Thr амин қышқылының алмастырылуына әкелді және репродуктивтік функцияға теріс әсер етіп, сиырлардағы буаздық ерте эмбриональды өліммен аяқталды. NCBI веб-сайтына сәйкес, GART генінің тізбегінің ұзындығы 26281 ж.н.,, G→A позициясындағы екінші нүктелік мутация (g.2490314) Cys→Tyr амин қышқылдарының алмастырылуына әкеледі. GART de novo пурин биосинтезіне қатысатын және эмбрионның қалыпты дамуы үшін маңызды үш функционалды пептид екені белгілі [35]. 
Қазіргі мал шаруашылығында белгілі бір бұқалар мен олардың ұрпақтарын жиі пайдалану қысқа мерзім ішінде популяцияда генетикалық ауытқулар тудырады. Көрсетілгендей, мутациясы анықталғаннан кейін генотиптеу популяциядағы бұзылуларды өте тиімді түрде жоятыны көрсетілген [36]. Ресей Федерациясында гаплотиптер құрамымен айналысатын бұқалардағы LoF-мутациялық ұрықтанғыштық айқындылығы: HCD-5,4%, NN0 - 3,2%, NN1 – 3,2%, HH2 – 3,4%, HH3 – 5,4%, HH4 – 1,6%, HH5 – 4,1% [37]. 
Алғаш рет НН5 ұрықтанғыштық гаплотипінің генетикалық табиғаты туралы ақпарат әдебиеттерде 2013 жылы пайда болды және TFB1M генінің 9 хромосомада  келесі позицияда 92,350,052-ден 93,910,957 bp-ге дейін орналасуы анықталды. Голштеин тұқымды малдағы НН5 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің генетикалық ақауы ұзындығы 138 kb TFB1M генінің кодтау бөлігінде жойылу нәтижесінде пайда болғандығы анықталды (93,233 kb -дан 93,371 kb -ға дейінгі позициялар). Осы делецияның эмбрионалдық өлім-жітімге қатыстылығы тышқандарда эксперименттік жолмен дәлелденген, сондықтан TFB1M нокаутымен гомозиготалы тышқандар өмірге қабілетсіз және буаздықтың 8-ші күнінде құрсақішілік өлімге ұшырайды [38, 39]. 
Қазіргі уақытта HH5 ұрықтанғыштық гаплотипі рецессивті генетикалық ақау болып табылады, оның гомозиготалы тасымалдаушылары эмбриональды дамудың алғашқы кезеңдерінде өледі. Бұл гаплотип 2013 жылы голштеин малының Еуропалық және Солтүстік Американдық популяциясында анықталды. Оның шығу тегі can264804 Thornlea Texal Supreme (1957 жылы туған) Канадалық асыл тұқымды бұқасынан байқалды. 2016 жылы өлім генотипімен байланысты В1 митохондриялық транскрипциялық фактордың (TFB1M) генінде тиісті мутация (138 ж.н. жою) анықталды. Ресейлік ғалымдар OMIA мәліметтер базасын қолдана отырып, HH5 голштеин малының ұрықтандыру қабілетінің гаплотипімен байланысты TFB1M генінің мутантты аллелін анықтауға арналған тест жүйесін сынақтан өткізді. Тест жүйесін модельдеу үшін бір пробиркалық аллеспецификалық ПТР-дің әдісі қолданылды. Генетикалық скрининг нәтижелері бойынша 1202 бұқа мен 708 сиыр, 39 бұқа мен 10 сиыр TFB1M генінің мутантты аллелінің тасымалдаушысы болды және HH5 гаплотипінің таралуы тиісінше 3,24% және 1,41% құрады [40].
Зерттеулер көрсеткендей, TFB1M генінің бір бөлігіндегі делеция in vivo жағдайында гетерозиготалы тасымалдаушыларда доминантты әсерге ие, митохондриялық ДНҚ-ның ядролық ДНҚ-ға қатынасын ddPCR көмегімен ДНҚ-да кездейсоқ таңдалған ірі қара малынан лейкоциттерден оқшауланған ДНҚ-да гетерозиготалы генотипі мен гомозиготалы сау жануарларда айтарлықтай айырмашылықтың жоқтығын көрсетеді. Бұл жасырын генетикалық ақаудың негізін қалаушы – аталық  бұқа Thornlea Texal Supreme 1957 жылы туылған, Еуропа елдеріндегі голштеин мал популяциясындағы НН5 ұрықтанғыштық гаплотипінің пайда болу жиілігі және Солтүстік Американың субпопуляциясы шамамен 4-5% құрайды, ақау буаздықтың 60-шы күніне дейін мерзімінен бұрын тоқтатылуымен бірге жүреді. Толық геномдық секвенирлеу және вариация көшірмесінің (CNV) санын зерттеу нәтижелері бойынша ғалымдар TFB1M  генінің кодтау бөлігінде  көлемі  138347 п. н.  делеция  анықтаған. TFB1M гені 9 хромосомада локализацияланған, 93 232 651-ден 93 370 998 п. ғ. к. дейінгі позицияларда делеция орны анықталған. Қазіргі уақытта 1 диметиладенозинтрансфераза 1 изоформасын немесе B1(dimethyladenosine transferase 1 isoform 1, or transcription factor B1 mitochondrial) (TFB1M) митохондриялық транскрипция факторын кодтайтын делеция аумағында бір ғана референс гені аннотацияланған. TFB1M гені митохондриядағы ақуыз трансляциясын бастау үшін өте маңызды, бұл гомозиготаларда өлімге әкелетін әсерді түсіндіреді [41]. 
Сиырларда HH5 ұрықтанғыштық гаплотипінің гомозиготалы тасымалдаушылары эмбрионалды дамудың ерте кезеңдерінде өледі. Мутация алғаш рет Канадалық асыл тұқымды CAN264804 Thornlea Texal Supreme бұқасында (1957 жылы туған) пайда болды деп есептеледі. Ғалымдар 80 сиыр мен 100  бұқаға генетикалық скрининг жүргізіп, зерттелген популяцияда гетерозиготалы күйдегі ақаудың жиілігі 2,2% құрайтынын анықтады. ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін келесі праймерлер пайдаланылды: F 5'- AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA-3', Wild R 5'- CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT-3' және мутант R: TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT -3'. TFB1M генінің фрагментін күшейту үшін оңтайлы жағдайлар таңдалды: бастапқы денатурация 94°С – 4 минут, 30 цикл үшін: денатурация 94°С – 30 сек; праймерді күйдіру 57°C - 30 сек, ұзару 72°C - 30 сек, соңғы синтез 72°C - 3 минут [42].
Отандық ғалымдардың зерттеу нәтижелеріне сәйкес голштеин тұқымдас сиырлардың Қазақстандық популяциясында HH5 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылар деңгейі 4,43% құрайды [43]. 



1.2 Голштеин тұқымдас сиырларындағы  HCD  холестериннің тапшылығы ұрықтанғыштық гаплотипі, қандағы биохимиялық өзгерістер және балау әдістері

Зерттеулерге сәйкес қазіргі уақытта BTA 11 геномының 77 958 994 позициясында 24 және 25 нуклеотидтер арасындағы APOB генінің 1299 bp кодтаушы экзон бөлігіндегі инсерция орны (транспозициялық LTR элементі, ERV2-1) белгілі. Авторлар HCD гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін аллель-спецификалық ПТР әзірлеген. HCD фертильділік гаплотипінің гетерозиготалы және гомозиготалы тасымалдаушыларының асыл тұқымдылығына генеалогиялық талдау жүргізілді, олар молекулярлық-генетикалық зерттеу әдістерімен расталды [44]. 
Голштеин тұқымындағы холестерин тапшылығының (HCD, APOB гені) ұрықтанғыштық гаплотипінің себебі APOB генінің V экзон бөлігіне ұзындығы 1299 ж.н. құрайтын инсерциясы болып табылады [41, б.7], [44, б.255]. Ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуының себебі ретінде олардың сүт өнімділігіне деген байланысын қарастыруға болады. Осылайша, HCD генотиптері бар бұқалардан тараған 1,7 миллион құнажындардың сүт өнімділігінің параметрлерінің 3 миллион жазбасын талдау HCD жасырын тасымалдаушы бұқалардан тараған сиырлардың сүт өнімділігі жоғары (орта есеппен 160 кг-ға) және сүттің майлылығы (4 кг-ға) және ақуыз (5 кг-ға)  екенін көрсетеді. Соңғы уақытта голштеин тұқымдас сиырларда сүт өнімділігінің үнемі артуы аясында репродуктивті қызметінің төмендеуі байқалады, ғалымдар бұл төмендеуді генетикалық факторлармен байланыстырады. Ірі қара малының жергілікті тұқымдарындағы гомозиготаның үдемелі өсуі LoF-мутациялы (loss-of-function) сиырлардың ұрықтанғыштықтығының теріс әсерінің артуына әкеледі. Генетикалық факторлар сиырлардың репродуктивті қызметінің төмендеуінде негіз болып саналады. Сиырлардағы эмбриональды өлімді тудыратын LoF мутациясын белгілеу үшін «ұрықтанғыштық гаплотиптері»  терминін қолдану ұсынылды [45]. 
Сиырлардың ұрықтанғыштығының ұдайы төмендеуі сүтті мал жартылай ғана сиырларды сүт өндімділігіне қарай жіктеу селекциясына жанама байланысы бар, демек бұл эмбриональды өлімге әкелетін генетикалық ақаулар сияқты басқа факторлардың болуын болжайды. Ғалымдардың зерттеулері сауын сиырларының ұрықтанғыштығының төмендеуінің бірден бір себебі асыл тұқымды ірі қара малдардың инбридингі салдарынан екенін көрсетеді. Соңғы уақытта ірі қара мал популяцияларында эмбриональды және постэмбриондық өлім-жітімді тудыратын летальды және жартылай летальды генетикалық мутациялардың таралу тенденциясы байқалуда. Аталықтардың шектеулі санын пайдалану кең таралған генетикалық аномалиялар қаупін тудырады. HCD мутациясының болуы сүт өнімділігі мен сүт сапасы бойынша малдың асыл тұқымдық құндылығын төмендетпейтіні белгілі. Зерттеу диареяның клиникалық белгілері бар және тұқымда (әкелері, әкелерінің әкелері) расталған HCD тасымалдаушылары бар голштеин тұқымдас сиырларға (n=451) және бұзауларға (n=7) жүргізілді. Дисперсияның ANOVA талдауы және орташаларды есептеу RStudio бағдарламасында бір тіркелген әсер моделі негізінде орындалды. Жануарлардан алынған қан сарысуындағы триглицеридтер мен холестерин концентрациясы HCD тасымалдаушылары (n=3) және интакт сиырлар (n=14) RX Daytona автоматты биохимиялық анализаторында анықталды. Зерттеу нәтижелері бойынша тексерілген сиырлардың 7,76% (35 бас) APOB генінің мутантты HCD аллельінің тасымалдаушылары болды. Бұзаулардың ішінде біреуі тасымалдаушы ретінде анықталды, ал бір құнажын HCD APOB гені бойынша гомозиготалы күйде аурудың барлық белгілеріне ие болды. BovineSNP50 BeadChip көмегімен HCD тасымалдайтын бұқалардың ұрпақтарын бақылау v. 3 (Illumina, Inc., АҚШ) зерттелген популяцияда APOB гендік аймағында маңызды гаплоблоктарды анықтаған жоқ, сондықтан өнімділікті арттыру үшін таңдау HCD тасымалдау жиілігінің айтарлықтай артуына әкелмейді. Құрғақ кезеңнің бірінші жартысындағы биохимиялық көрсеткіштерді салыстыру сиырлардың топтары – HCD жасырын тасымалдаушылары мен басқа жануарлардың қандағы холестерині (тиісінше 3,04±0,31 және 3,33±0,12 ммоль/л) бойынша айтарлықтай айырмашылықтарды анықтаған жоқ. триглицеридтер (0,197±0,01 және 0,170±0,01 ммоль/л). Осылайша, HCD мутациясының тасымалдаушыларының болуы табынның өнімділігін төмендетпейді. Дегенмен, осы генетикалық ақауды тасымалдау үшін популяцияларды бақылау қажет, өйткені жануарларды дұрыс таңдамау ауру және өмір сүруге қабілетсіз ұрпақтардың тууына әкелуі мүмкін [35, б.2].
Германияда 2015 жылы әзірленген тест жүйесі көмегімен (Number of haplotype tests    877,591) 56 641 голштеинді анықтады, бұл жануарлардың 25 077 (44,2%) гетерозиготалы тасымалдаушылар және 358-і (0,63%) HDC ақауының гомозиготалы тасымалдаушылары болды.   HCD гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушы сиырларында гиперхолестеринемия анықталды, оларда сүт протеинінің өнімділігі жоғары болды, алайда сиыр қанындағы холестериннің және сүт майының түзілу деңгейіне әсері анықталмады [15, б.7276].
HCD фертильділік гаплотипі гетерозиготалы тасымалдаушы бұқаларды анықтау үшін  үш праймерлерді қолдану арқылы жүзеге асырылды: жабайы тізбегінен басталатын тура праймер  5'-GGTGACCATCCTCTCTCCTGC-3' және мутанттан жабайы тізбекті ажырататын екі праймер. Екінші жабайы кері праймер 5'-AGTGGAACCCAGCTCCATTA-3' 249 ж.н. амплификатты қамтамасыз етті, бірақ кірістірілген LTR элементінен бастап 5'-CACCTTCCGCTATTCGAGAG-3' мутантты тура праймер 436 ж.н. тұратын үлкен ампликон шығарады [46]. 
Қытай ғалымдары полимераздық тізбек реакциясы көмегімен HCD гаплотипіне барлығы 138 бас бұқалар мен 90 бас голштеин тұқымдас сиырларды сынады, гетерозиготалы тасымалдаушыларды анықтады: нәтижесінде 7 бұқа (5,07%) және 1 сиыр (1,11%) тасымалдаушы болып шықты. Талдау көрсеткендей, HCD тасымалдаушы 7 бұқаның барлығы да белгілі MAUGHLIN STORM бұқасының ұрпақтары, Қытай Халық Республикасындағы осы генетикалық ақауды таратушы MAUGHLIN STORM бұқасынан тараған сиыр - Braedale Baler Twine болып шықты. HCD гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін келесі праймерлер пайдаланылды: wild-type forward primer 5′- TGCAAAGCCACCTAGCCTAT-3′,  wild-type reverse   primer и mutant reverse primer 5′-  AGATGATGCCCCTCTTGATG-3′ and 5′-CACTCCTAATTGCCCAGGAA-3′,  тиісінше [47]. 
HCD гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылары сиырларда холестерин мен липопротеиндердің деңгейі сау гомозиготалы жануарларға қарағанда төмен екендігі тәжірибе жүзінде дәлелденді. Зерттеулер  бойынша HCD ұрықтанғыштық гаплотипінің ересек гетерозиготалы сиырларында холестерин тапшылығы жоқ екенін анықтады, бірақ қандағы холестеринді тасымалдау қабілеті бұзылады. Холестерин мен липопротеиндердің концентрациясы гетерозиготалы тасымалдаушы сиырларда ауру емес ерте және орташа  сауынды сиырларға қарағанда төмен болды. Гетерозиготалы тасымалдаушылар мен сау сиырлар келесі көрсеткіштер бойынша айтарлықтай айырмашылықтар көрсеткен жоқ: зат алмасу көрсеткіштері, плазмадағы триацилглицерин концентрациясы, лактация деңгейі және сиырлардың ұрпақты болу қабілеті. Гетерозиготалы тасымалдаушылардағы APOB мутациясымен байланысты төмен холестерин концентрациясы «холестерин тапшылығы» термині айтып тұрғандай жасушалық деңгейдегі бастапқы холестерин тапшылығына байланысты емес, керісінше айналымдағы холестеринді тасымалдау қабілетінің төмендеуіне байланысты [48].
HCD ұрықтанғыштық гаплотипінің диагностикасы және фенотиптік көрінісі. Алғаш рет жасырын генетикалық ақаудың пайда болуының фенотиптік көрінісі мен генетикалық аспектілері - холестерин тапшылығы, HCD гаплотипі 2015 жылы неміс ғалымдарымен сипатталған. Ірі қара мал үшін фенотиптік жазбалар мен геномдық деректердің болуы және геномдық құралдарды қолдану авторларға фертильділікке  және құрсақішілік өлімге әсер ететін гаплотиптерді анықтауға мүмкіндік берді. Олар белгілі бір жұптастырудан шыққан бірнеше бұзау бастапқыда созылмалы диарея және бойының өспеуі сияқты спецификалық емес белгілерді бастан кешіргенін анықтады. Әдетте ауру бұзаулар симптоматикалық емдегенге  қарамастан өмірінің алғашқы айларында өледі. Жалпы геномдық зерттеу 54K SNP Chip әдісін қолдану арқылы ірі қара мал геномының BTA 11 аймағы анықталды. Кейінгі гомозиготалық карталау гомозиготалы бұзаулардың өліміне әсер ететін гаплотипті анықтады. Ауырған бұзаулардың қанының биохимиялық талдауында май алмасуының бұзылғанын көрсететін ауыр гипохолестеринемия анықталды. Клиникалық көрінісі жоқ гетерозиготалы жануарлар қандағы холестериннің төмен деңгейін көрсетеді, бұл осы генетикалық ақаудың кодоминантты тұқым қуалауын көрсетеді. Талдау нәтижесінде асыл тұқымды голштеин тұқымының  1991 жылы туған канадалық бұқасы  MAUGHLIN STORM осы тұқым қуалайтын аурудың тасымалдаушысы ретінде анықталды Бұл бұқа мен оның ұрпағын   бағдарлама барысында  кеңінен қолдану соңғы жылдары Германиядағы  голштеин популяциясында гаплотиптердің жиілігінің күшті өсуіне әкелді. Осылайша, HCD гаплотипі, холестерин тапшылығы (холестерин тапшылығы), голштеиндік ірі қара малдың APOB генін кодтайтын жаңа аутосомды-рецессивті тұқым қуалайтын генетикалық ақау 11-хромосомада локализацияланған, бұл генетикалық ақаудың себебі - APOB генінің ену мөлшері 1299 ж.н. [49].
 llumina BovineSNP50 BeadChip, Version 1 және Illumina BovineSNP50 BeadChip, Version 2 технологияларын қолданатын егжей-тегжейлі зерттеулерді басқа ғалымдар да жүргізді және алынған нәтижелер негізінде голштеин тұқымындағы  холестерин тапшылығын диагностикалаудың молекулалық-генетикалық әдістері әзірленді. Ірі қара мал геномындағы APOB генінің картографиясы жүргізілді және геннің 11-хромосомадағы локализациясы анықталды, 1299 bp ERV2-1-LTR кірістіру локализациясы төменде көрсетілген. APOB генінің 5-экзонында: 77,959 кб [Ins]. Зерттелетін популяцияда осы инсерцияның пайда болу жиілігі 12,7% құрады, «жалғыз LTR» деп аталатындардың болуы 5 'және 3' LTR арасындағы гомологиялық рекомбинацияларға негізделген, олар бірдей және ERV-нің екі жағындағы фазасында болады [50].
APOB генінің локусы бойынша 6 бас гомозиготалы ауру бұзауларда және 6 бас дені сау гомозиготалы бұзауларда аурудың патогенезіне зерттеулер жүргізілді, қан сары суындағы биохимиялық талдау көрсеткіштері: жалпы холестерин концентрациясы (total cholesterol, TC), бос холестерин (free cholesterol, FC), жоғары тығыздықтағы липопротеиндік холестерин (high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C), төмен тығыздықтағы липопротеиндік холестерин (low-density lipoprotein cholesterol, LDL-C), өте төмен тығыздықтағы липопротеиндік холестерин (very-lowdensity lipoprotein cholesterol, VLDL-C), триацилглицеридтер (TAG) және фосфолипидтер APOB генінің құрамындағы инсерция  липидтер алмасуына теріс әсер ететіні дәлелденді. Сонымен, APOB генінің локусы үшін гомозиготалы және гетерозиготалы генотипті бұзаулардың қан сарысуындағы холестериннен басқа фосфолипидтердің, триглицеридтердің және липопротеиндердің концентрациясы әлі де айтарлықтай төмендейді. Бұзаулардағы холестерин тапшылығы синдромы бауырда липидтер алмасуының, стероидты биосинтез процесі мен жасуша мембраналарының қызметі бұзылылуымен қатар жүреді деп күтуге болады [51].
Авторлар аутосомды-рецессивті аномалия – голштеиндік бұзаулардағы холестерин тапшылығы кезіндегі клиникалық деректерді нақтылау үшін зерттеу жүргізді. Тәжірибе тобына белгісіз себептермен нашар өскен 33 бұзау (2007-2016 жж.), оның ішінде (n 12) гомозиготалы және (n = 21) гетерозиготалы тасымалдаушылар болды. Барлық зақымданған бұзауларда бұлшықет атрофиясы байқалды. Гомозиготалардағы жалпы холестериннің орташа деңгейі өте төмен болды және 6,5 мг/дл құрады, 5,0 мг/дл-ден 15,0 мг/дл-ге дейін ауытқуымен, жалпы холестериннің 10,0 мг/дл-ден төмен цифрлық мәні бұзаулардағы холестерин тапшылығын көрсетеді [52].
Швейцариялық зертханада 2015 жылы гомозиготалы, холестерині жетіспейтін 5 төлдің патологиялық материал үлгілеріне патологиялық-анатомиялық және гистологиялық зерттеу жүргізілді. Гомозиготалы бұзаулардағы холестерин тапшылығының фенотиптік көрінісі: дамуы нашар, дене салмағының аздығы және мерзімді іш өтуі, кейбір бұзауларда да неврологиялық белгілер, гиперметрия байқалды. Құнажындардың перифериялық жүйке жүйесінде дегенеративті өзгерістер байқалған. Бұл жаңадан жасалған диагностикалық құрал шаруашылықтардағы малдарды емдеудің шығындарын азайтады және уақытты үнемдейді. Холестерин тапшылығының ерте диагностикасы голштеин популяциясындағы APOB мутациясының таралуын түбегейлі жоюға мүмкіндік береді және болашақта экономикалық шығындардың алдын алады [53].
 Осындай нәтижелерді басқа да ғалымдар алды, холестерин тапшылығының тән белгілерінен басқа, бұзауларда стоматит анықталды [54].
Себепті аймақты анықтау үшін ғалымдар Illumina BovineSNP50 BeadChip көмегімен геномдық қауымдастық әдісін қолданды, барлығы 9 холестерин тапшылығы бар жануарлардың және 21077 бақылаушы жануарлардың геномдары сыналған. Қазіргі голштеин популяциясындағы гаплотип жиілігі 4,2% құрайды. Голштеин тұқымының жаңа гаплотипінің фенотиптік көрінісі ауыр гипохолестеринемиямен, созылмалы арықтаумен, өсудің тежелуімен, жас малдың өлімінің жоғарылауымен сипатталады [55].
Жасырын генетикалық ақауларды тасымалдаушылардың таралуын бақылау стратегиясы тұқым қуалайтын аномалияларды тасымалдауға скринингтен, асыл тұқымды жануарлардағы зиянды мутацияларды жою процесін реттеу әдістерін әзірлеуден тұрады. Ғалымдар осы бағытта зерттеулер жүргізіп, сиырлар – HCD гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылары қалыпты гомозиготалы генотипі бар жануарлардан сүт өнімділігі жағынан кем түспейтінін, кейбір жағдайларда бақылау тобындағы жануарлармен салыстырғанда өнімділіктен асып түсетінін анықтады. Эксперименттік нәтижелерге сәйкес, бақылау жануарларының (тасымалдаушылар емес) қан сарысуындағы холестерин деңгейі (116,21±6,45 мг/дл) HCD тасымалдаушыларына (90,15±7,49 мг/дл) қарағанда айтарлықтай жоғары болды [56].
Холестерин тапшылығы (HCD) деп аталатын голштеин бұзауларындағы тұқым қуалайтын аутосомдық-рецессивтік генетикалық ақаулар алғаш рет 2015 жылдың жазында Германияда тіркелген. Гомозиготалы бұзауларда емдеуге келмейтін диареяның клиникалық белгілері байқалады. Олар ауыр гипохолестеринемиядан және гиполипидемиядан зардап шегеді, бұл май алмасуының бұзылуының тұқым қуалаушылығына алып келеді. Әдетте бұндай малдар өмірінің алғашқы 6 айында өледі және гомозиготалы жұқтырылған бұзаулардың шамамен 80% -ы 1 жылдан артық тіршілік етпейді деп есептелінген. Гетерозиготалы тасымалдаушы малдарда клиникалық белгілер байқалмайды, бірақ қандағы холестерин деңгейі мен триглицеридтер төмен. Біздің ойымызша сиырда байқалатын шонданай жүйкесінің аздап өзгеруі APOB мутациясына байланысты болуы мүмкін. Демек, бұл APOB гені мен холестерин тапшылығы ірі қара малда кездесуінің қосымша гистологиялық сипаттамасын білдіреді. Әдетте холестерин тапшылығымен ауыратын бұзаулар өмірінің алғашқы 6 айында өледі деп есептелінеді [57,58]. 
Канадалық қолдан ұрықтандырудың өндірушісі Maughlin Storm, голштеин бұқасы, 1991 жыл туылған, генетикалық тұрғыдан алғашқы тасымалдаушы бұқа ретінде анықталды [58]. 
Генетикалық зерттеу нәтижелері бойынша 1817 бас сиыр мен 331 голштеин тұқымды бұқаның сиырларда гетерозиготалы тасымалдаушылардың кездесуі 8,09%-ды, бұқаларда - 23,26% - ды құрады. Сондықтан, HCD гаплотипінің тасымалдаушыларының таралуын азайту үшін Ресейлік ғалымдар ПТР-РФҰП талдауын қолдана отырып, асыл тұқымды малға мониторинг жүргізуді ұсынады [18, б.6698].
Швейцариядағы және басқа елдердегі селекциялық ұйымдар голштеин  ірі қара ауруының көбеюі туралы хабарлайды. Жақында аполипопротеин B (APOB) генінде себепті мутация анықталды.  Бұқаның APOB генінің 5-ші экзонында орналасқан 1299 ж.н. кірістіру трансплантациялық элемент толығымен аурумен байланысты және кесілген транскрипциялар мен аберрантты қосылыстарға әкеледі. APOB-тың 60-тан аса мутациясы FHBL5-тің салдарынан екені анықталды.  Гомозиготалы APOB мутациясын тасымалдаушы ірі қара малының бауырындағы мутантты белоктар ешқандай физиологиялық қызмет атқармайды.  Сондықтан APOB ақуызының екі физиологиялық изоформасы болмауы ықтимал. Қазіргі уақытта  холестерин тапшылығы бар малдарда APOB мутантты ақуыздарының болуының нақты дәлелі жоқ [59]. 
Осылайша зерттеу тобындағы 2,5 жастағы құнажын холестерин тапшылығының алғашқы фазасында ересек адамның тірі қалуының сирек мысалы болып табылады. Ірі қара малдағы холестерин тапшылығын балауда  диареяның спецификалық емес клиникалық белгілері және жас бұзаулардың қалыпты дамуы мен өсу қарқыны төмен болуына көңіл бөлу қажет. Голштеин тұқымды ірі қара малындағы холестерин тапшылығына күдік туғанда, малдардағы  емдеуге берілмейтін диарея және ағзадағы жалпы холестерин мен триглицеридті мөлшерін анықтау қажет. Холестерин тапшылығына күдік туындаған жағдайда,сиырдың Maughlin Storm бұқасымен байланысты инбридингті көрсететін тұқымдық ақпаратты зерттегеннен кейін клиникалық немесе патологиялық күдіктер APOB мутациясының гендік сынағымен расталуы керек [59, б.253]. 
Жуырдағы маңызды прогресс тұқымдық ақпаратсыз малдардың ауытқу генін тасымалдайтындығын анықтайтын ПТР-ге негізделген тікелей гендік тесттің дамуы болды. Адамдардағы АРОВ-дағы кесу мутациясы отбасылық гипобеталипопротеинемияны (FHBL) тудырады. APOB мРНҚ-ны өңдеу арқылы 2 ақуызды кодтайды. Ащы ішекте хиломикрон өндірісі үшін APOB-48 ақуызы қажет, ал APOB-100 ақуызы бауырда көрінеді. APOB-100 ақуызы өте төмен тығыздықтағы липопротеидтің (VLDL) және оның метаболизм өнімдерінің құрылымдық компоненті болып табылады және төмен тығыздықтағы липопротеин (LDL) рецепторлары арқылы жүретін липидті бөлшектердің эндоцитозы үшін лиганд ретінде қызмет етеді [60].  
Мутантты ақуыздың шын мәнінде экспрессияланатыны белгісіз, өйткені қалыпты ақуыздың 97%-дан астамы болмаған жағдайда, APOB мутантты ақуыздардың қандай да бір физиологиялық қызмет атқаруы екіталай. APOB гені хиломикрондар мен төмен тығыздықтағы липопротеидтердегі негізгі аполипопротеин болып табылатын B аполипопротеинін кодтайды. APOB мутациясының үзілуіне байланысты адамның FHBL1 гипохолестеринемия және майда еритін витаминдердің мальабсорбциясымен сипатталады, бұл өз кезегінде деградацияға, нейропатияға және коагулопатияға әкеліп соқтырады [61].
Мутацияның клиникалық салдары адам медицинасында жақсы жазылған, бірақ бүгінгі күнге дейін ірі қара малында сипатталмаған. Холестерин тапшылығы бар бұзаулардағы ең тұрақты клиникалық белгілері гипохолестеринемия мен триглицеридтің төмен концентрациясымен байланысты мезгіл-мезгіл диарея және өсудің тежелуі болды. Клиникалық белгілері спецификалық емес және орташа қарқынды  болған кезде, холестерин тапшылығына ұшыраған малдардың қанындағы холестерин мен триглицерид бақылау бұзауларына қарағанда айтарлықтай төмен болды. 2,5 жастағы құнажының холестерині мен триглицеридтерінің мөлшері төмен болды, бірақ клиникалық белгілері (стоматит жойылғаннан кейін) неврологиялық симптомдар болды. Алайда, бұл құнажын да бұзау тәрізді мезгіл-мезгіл диарея болды, осының негізінде  асыл тұқымымдылығы қайта қаралып, генетикалық тексеруден өткізілді. Шынында да құнажынның гомозиготалы мутантты АРОВ патологиялық фенотипі зардап шеккен 5 бұзаумен сәйкес болатын. Генетикалық кемтарлықтан болған патологиялық өзгерістерін ескере отырып, ащы ішек виллалары шыңында энтероциттерде липидті вакуольдің жинақталуының гистологиялық және гипохолестеринемияның клиникалық белгілері, триглицеридтің төмен концентрациясы және неврологиялық симптомдар сиырлардағы холестерин тапшылығынын адамның кездесетін FHBL патологиясына сәйкес екенін көрсетеді. Адамның FHBL-нің алғашқы зертханалық сипаттамаларының бірі, зерттеу тобындағы бір бұзауға сәйкес болған [58, 62, 63].  
Адамның APOB-100 ақуызының дисфункциясы бауырдың триглицерид экспортын төмендетеді (LDL рецепторлары арқылы жүзеге асатын эндоцитозға байланысты), бұл өз кезегінде бауырдың майлы дегенерациясының дамуына әкеледі [64].
Зерттелген ірі қара малдың ешқайсысында бауырдың май басуының белгілері болған жоқ (бауыр стеатозы), APOB-100 ақуызының қызметінің бұзылуы салдарынан болатын бауыр стеатозы ірі қара малдағы холестерин тапшылығынын белгісі болып табылмайды. Екінші жағынан,зерттеу тобындағы бұзаулар мен холестерин тапшылығы бар құнажындағы бауыр стеатозының болмауын, күйіс қайыратын малдар мен адамдар арасындағы май алмасуындағы айырмашылықтармен түсіндіруге болады. Адамдарда май қышқылдарының де-ново синтезінің көп бөлігі негізгі субстрат ретінде глюкозамен бауырда жүреді. Күйіс қайыратын малдарда ішектен сіңірілген ацетат май қышқылдарының тікелей де-ново синтезі үшін субстрат болып табылады. Ацетат ішекте целлюлозаны микробтық жолмен ашыту арқылы түзіледі және майлы тіндерде сақталады, сонымен қатар сауылатын сиырлардың сүт безінде сүт майын синтездеу үшін қолданылады. Сонымен, күйіс қайыратын малдардағы май қышқылдарының синтезделетін негізгі орны бауыр емес, май тіні мен сүт безі болып табылады [65-67].
Алдын ала зерттеу нәтижелеріне сәйкес Қазақстандық шет ел селекциясы голштеин тұқымдас сиырларында HCD гаплотипі, холестериннің жетіспеушілігінің таралуы 10 % жоғары болған [68]. 
Қазақстан ғалымдарының зерттеу нәтижелеріне сәйкес голштеин тұқымдас шет елдік селекция сиырларында келесі ұрықтанғыштық гаплотиптерінің гетерозиготалы тасымалдаушылары анықталған: HH3 және HCD, холестерин жетсіпеушілігі генетикалық ақауының жиілігі 11,8%  құраған  [69].

1.3 Голштеин тұқымдас ірі қара малында кездесетін  Brachyspina синдромының генетикалық пайда болу жолы, детекция жасау әдістері және таралуы

Голштеин тұқымдас бұзауларда Brachyspina синдромының фенотиптік белгілерін, патологиялық анатомиялық өзгерістер туралы ақпаратты алғаш рет Дания ғалымдары жариялады [70,71]. Ғалымдар 2010 жылы алғаш рет голштеин тұқымдас ірі қара малында  жаңа аутосомалдық рецессивтік мутацияның Brachyspina пайда болғанын мәлімдеді, сондықтан бүткіл әлемде осы генетикалық кемтарлыққа молекулярлық генетикалық әдістермен балау жүргізіледі [72].
Қытайлық ғалымдар 2014 жылы 206 голштеин тұқымдас бұқаларға, 136 сиырларға Брахиспина синдромының (BS) генетикалық ақауын тасымалдаушыларын анықтау үшін генетикалық сертификаттау жүргізді. Авторлардың мәліметтері бойынша бұқаларда гетерозиготалы тасымалдаушыларының таралуы 4,9%, сиырларда 2,2% құрады. Брахиспина синдромы FANCI генінің 3329 ж.н. бөлігінің жойылуынан туындайтыны белгілі  және аталған генетикалық ақауды анықтау үшін полимеразды тізбекті реакция әдісі қолданылады. Егер ірі қара брахиспина синдромының гетерозиготалы тасымалдаушысы болса, амплификаттау кезінде 3738 ж.н. және 409 ж.н. екі фрагмент түзіледі [73,74].
Сүт бағытындағы сиырларда маңызды белгілердің бірі – ол олардың ұрықтану қабілеті, осы белгі соңғы жылдары төмендеп келе жатыр. Ғалымдар 2012 жылы жоғарғы өнімді SNP генотиптеу технологиясын пайдалана отырып FANCI генінің құрамында ұзындығы 3300 ж.н. тұратын делецияны анықтады, ол делеция ірі қара малындада  рецессивті генетикалық кемтарлық  брахиспинаға (BS) әкеліп соқтырады [75].
Польшада жүргізілген зерттеу жұмыстарының нәтижелеріне сәйкес тексерілген 78 бас голштеин-фриз тұқымдас бұқаларының 8 басы Brachyspina синдромының гетерозиготалы тасымалдаушылары болып шыққан. Осы гетерозиготалы бұқалар Cleitus Jabot, Sandy-Valley Bolton ET, Coyne-Farms Dorcy ET бұқаларының ұрпақтары болған, олар өз кезегінде Американың Haven Tradition (HOUSAM 1682485) бұқасының ұрапақтары [76]. 
Белоруссия ғалымдары барлығы 325 бас голштеин тұқымдас ірі қара малын брахиспина синдромына (FANCI гені, HH0 гаплотипі, BY) тексеріп, олардың ішінен 9 бас сиырлар,  2 бас бұқалар гетерозиготалы тасымалдаушы болып шыққан, жалпы осы кемтарлықтың таралуы  3,38 % құраған [77]. 
Қытай ғалымдары голштеин тұқымдас сиырларында генетикалық кемтарлықтарды балауға полимераздық тізбек реакциясының жаңа KASP  (kompetitive allele-specific PCR) түрін пайдаланған. Мониторинг нәтижесі бойынша 1633 бас сиырларда  HH1, HH3, CVM, HH5, HCD, BS, HH6, BLAD, кемтарлықтарының таралуы, сәйкесінше  6,92%, 5,76%, 4,46%, 4,30%, 3,62%, 2,94%, 1,86%  және  0,37%, ал HH4 ұрықтанғыштық гаплотипі  осы популяцияда кездеспеген. Осы сиырлардың 27,43% кем дегенде бір генетикалық кемтарлықтың тасымалдаушысы болған, ал 2,27% және 0,12% екі немесе үш кематарлықтардың тасымалдаушысы болған [78]. 
Ірі қара малында Brachyspina синдромын балауға Тайван ғалымдары Igenity-Prime 50K SNP чипін қолданып, 31 табынға жататын 1688 сиырларды тексеріп, оларда 68 бас гетерозиготалы тасымалдаушы болып шыққан (5,09%) [79]. 
Ғалымдар  Brachyspina синдромын балауға  multiplex-PCR әдісін қолдануда, ұзындығы 3329-bp тұратын делецияны анықтау үшін екі жұп праймерлар пайдаланады: бірінші жұп BSF-5′- GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG-3′; BSR-5′ ATAAATAAATAAAGCAGGATGCTGAAA-3′, ПТР өнімі 409 ж.н.,  екінші жұп праймерлер  5′- TAAGTTAGAGATTGAGAGCC -3′ және 5′- GATAAGGGTTACGAGAGGGA -3′ , ПТР өнімі 269 ж.н.  [80]. Қазақстандық ғалымдар Brachyspina синдромын балауға Реал-Тайм ПТР әдісін қолданып, оң нәтиже алған [81]. 
Голштеин тұқымдас 390 бас сиырларда кездесетін 8 генетикалық кемтарлықтарды балауға KASP әдісі қолданылған, соның ішінде 7 генетикалық ақаулардың таралуы төмендегідей болған: CVM - 10.5%, HH1 -10.0%, HH3 -2.6%, BS -2.1%, HCD -1.3%, HH5 -0.8%, BLAD -0.5%. Тексерілген сиырлардың  102 басы бір генетикалық кемтарлықтың тасымалдаушысы болған (26,2%) [82] . 
Ресейде қара ала тұқымдас сиырлары 10 генетикалық кемтарлықтарға (HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HCD, HHC, HHB, HHD) мониторинг жүргізілген, BY, HCD, HH1, HH3 генетикалық ақауларының таралуы 4,11, 5,66, 2,96, 2,88%  құраған [83]. 
Ресей Федерациясы Ростов облысында HCD, HH0, HH3, HH5 ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша тексерілген 70 бас Голландиялық голштеин тұқымдас сиырларында, HCD, HH0, HH3 генетикалық кемтарлықтарының таралуы, сәйкесінше  1,43 %, 7,14, 4,29 % құраған [84].

1.4 Ірі қара малында эмбрионалдық өліммен сипатталатын жасырын генетикалық кемтарлықтар 

Зерттеу нәтижелеріне сәйкес, сиырларды қолдан ұрықтандыруға CVM генетикалық кемтарлығы бойынша гетерозиготалы  сиырларда эмбрионалдық өлімнің жиілігінің өсуіне әкеліп соқтырады [85]. Соңғы жылдары қара ала тұқымдас сиырлардың өнімділігін жоғарылату үшін голштеин тұқымдас бұқалардың шәуетін қолдану жиі оларда пайдалы белгілерімен бірге, рецессивті зиянды  BLAD-синдром, омыртқаның кешенді кемтарлығы (CVM-синдром), DUMPS,  ВС мутациялардың да таралуына әкеліп соқтырып отыр [86,87]. Сиырларда DUMPS, CVM генетикалық кемтарлықтары кезінде сиырларда іш тастау, бұзаулардың өлі туымен, түрлі кемтарлықтармен сипатталады және  сиырлардың жыныстық қызметі төмендейді [88,89]. Алғаш рет BLAD ауруы «гранулацитарлық синдром» деген атпен 1983 белгілі болған және бұл ауруға адамдардағы LAD ауруымен бірдей екені дәлелденген [90]. Жасырын зиянды мутациялардың кең таралуы олардың рецессивті жолмен тұқым қуалауымен байланысты, сондықтан фенотип деңгейінде сұрыптау жүргізу тиімсіз [91]. Чехия Республикасының жоғарғы өнімді элита тобына кіретін голштеин тұқымдас сиырларында CVM генетикалық кемтарлығының SLC35A3 генінің гетерозиготалы тасымалдаушщыларының тексерілген 111 бас сиырларда 20 басты құрады, ол жалпы сиырлардың 18,9 % құрайды [92].   
Көптеген ғалымдардың пікіріне сәйкес мал шаруашылығына айтарлықтай шығын келтіретін тұқым қуалаушы аномалияларға - ахондроплазия, синдактилизм, BLAD, CVM, DUMPS және  ВС генетикалық кемтарлықтары жатады [93,94].  Ғалымдар голштеин тұқымдас ірі қара малында генетикалық кемтарлықтардың таралуына бақылау жасау үшін оларға CD18, SLC35A, UMPS, BS гендерінің локустары бойынша генетикалық мониторинг жүргізіп отыруды ұсынады [95]. 
Скандинавиялық ғалымдар 2019 жылы қызыл сүтті малдағы CCDC189 деп аталатын мутацияны сипаттады, ол аталық бұқалардың астеноспермиямен, шәует моторикасының бұзылуымен және аталық ұрық жасушаларының ұрықтандыру қабілетінің төмендеуімен бірге жүреді. Жануарлар популяциясының генетикалық скринингі Illumina  BovineSNP50 bead чиптерінің көмегімен жүргізілді, C→T Chr25 нуклеотидін ауыстыру:27138357 пептид тізбегінің бұзылуына әкеледі [96].
Трансмембраналық ақуыз 95 (TMEM95) ірі қара малдың репродуктивті функциясымен тығыз байланысты, бірақ шәует сапасына әсер етпейді. RT-ПТР әдісімен TMEM95 генінің экспрессия деңгейіне зерттеу жүргізілді, авторлардан алынған  нәтижелері  TMEM95 генінің функциясын түсінуді кеңейтеді және мал шаруашылығында аталық малдың көбеюін жақсартуға пайдалы әсері бар [97]. 
In vivo және in vitro жағдайларында аталық бұқалары шәуеттерінің, TMEM95 генінің нонсенс мутациясы тасымалдаушыларының ұрықтанғыштық қабілетінің төмендігі  эксперименттік жолмен дәлелденді, осы шәует бұқалары мутациясының гомозиготалы тасымалдаушыларында ооциттердің пеллюцид аймағы арқылы ену қабілеті төмен болды [98]. 
Ірі қара мал басын көбейтудің тиімділігін арттыру үшін тек тұқымдық қасиеттері тамаша бұқалар пайдаланылады, олардан жоғары сапалы ұрық алынады. Дегенмен, қолдан ұрықтандырудың сәттілігі көбінесе пайдаланылатын ұрықтың сапасы мен ұрықтанғыштық қасиетіне байланысты. 2014 жылы ғалымдар Fleckvieh бұқаларында сперматозоидтардың ұрықтанғыштығының төмендігімен байланысты ірі қара малының трансмембраналық ақуызы (TMEM95) генінде мағынасыз мутацияны (rs378652941, c.483C>A, p.Cys161X) анықтады. Дегенмен, әдебиеттер талдауы ірі қара малдың барлық тұқымдарында  бұқалардың сперматозоидтарының ұрықтанғыштығының төмендеуімен сипатталатын тұқым қуалайтын аномалиялардың көбейгенін көрсетеді [99].
Қазақстан Республикасында асыл тұқымды бұқалардың зиянды жасырын мутацияларды тасымалдаушыларын анықтауға тиісті көңіл бөлінбейді. Қазіргі уақытта сперматозоидтардың ұрықтанғыштық қасиетінің төмендеуімен, сперматозоидтардың ұрықтандыру қабілетінің бұзылуымен (бұқалардағы субфертильдік синдром, TMEM95, CAD гендерінің кодтау бөліктеріндегі нонсенс мутациялар) жүретін осындай тұқым қуалайтын ауытқулар белгілі.
Зерттеулер көрсеткендей, голштеин тұқымдас сиырлардағы барлық дерлік рецессивті леталдық мутациялар сүт өнімділігімен (сүт өнімділігі, сүттегі май және ақуыз мөлшері) оң байланысы бар, сондықтан қазіргі уақытта жасырын гетерозиготалы мутациялардың тасымалдаушы малдарды жою экономикалық тұрғыдан тиімді емес. Генетикалық аномалиялардың тасымалдаушыларына жүйелі генетикалық мониторинг жүргізу өлімге әкелетін мутациялардың таралу және жойылу процесін бақылауға мүмкіндік береді. 
Осы күнге дейін эмбрионның өміршеңдігін немесе ірі қара малдағы ұрықтың ерте дамуын төмендететін бірнеше локустар белгілі болды. Коммерциялық қол жетімді жалғыз нуклеотидті полиморфизм (SNP) панелдерін қолдана отырып, бүкіл геномға арналған АҚШ-тың мыңдаған сүт бағытындағы ірі қара тұқымдарын генотиптеу геномның Мендельдік теңдестірілмеген тұқымқуалауы бар аймақтарды табуға мүмкіндік берді. Бірінші зерттеуде геномның бес аймағына сәйкес гомозиготалы гаплотиптердің болмауы (5 Mbp гаплотиптері) швейцариялық қоңыр, голштеин және джерсей тұқымдас малдарының ұрықтанғыштығына әсерімен байланысты болуы мүмкін. Швециялық қоңыр гаплотип 1 (BH1), голштеин гаплотипі 2 (HH2) және HH3 деп аталатын қалған үш гаплотиптің ұрықтанғыштық  әсері; ұрықтанғыштықтың қалыпты коэффициенттерін (швейцариялық қоңыр  үшін 27%, голштеиндер үшін 31%) гетерозиготалы бұқалар мен гетерозиготалы бұқалардан тараған сиырлармен жұптасқан кездегі көрсеткіштермен салыстыру арқылы маңызды екендігі дәлелденді [100]. 
Селекциялық бірлестіктер мен қолдан ұрықтандыру компаниялары 2011 жылғы тамыздан бастап генотиптелген жануарлардағы гаплотиптердің тұқым қуалайтындығын ресми түрде жариялады. SNP гаплотиптік талдауын қолдана отырып, ауруларды диагностикалау өте сәтті болды, бірақ 100% дәл емес. Интуитивті түрде тиімді диагностикалық маркерді құрудың келесі кезеңі - болуы мүмкін себепші полиморфизмдерді тез анықтау үшін келесі буынға секвиндеу тәсілдерін қолдану, содан кейін ұрықтың дамуына маңызды әсер ететін геннің қалыпты жасушалық процестерінің қызметін бұза алатын гаплотиптегі мутацияларға тест жүргізу. Соңғы жылдары 5 ірі қара малының гаплотиптерінің, голштеин гаплотипінің 1 (HH1) және Джерсей гаплотипінің 1 (JH1) екеуінің себептік мутациясы тек тасымалдаушы және тасымалдаушы жануарларды гомозиготалы HH1 немесе JH1 жануарлары жоқ болғандықтан секвенирлеу арқылы анықталды. Осы алдыңғы нәтижелерге сүйене отырып, осы зерттеудің басты мақсаты BH1, HH2 және HH3 үшін себепті мутацияны табу және растау мен геномдық бағалауды құру үшін сүт өнеркәсібінде бұрыннан қолданылған коммерциялық SNP чиптеріне қосуға болатын бір маркерлі SNP диагностикалық сынақтарын жасауға мүмкіндік пайда болды. Мұндай сынақтар өндірушілерге осы гаплотиптерден ұрықтанғыштықтың төмендеу қаупін 100% дәлдікпен қосымша шығынсыз басқару мүмкіндігін бере алады. Ғалымдар HN1 және JH1 негізіндегі тоқтаған кодон мутациясын ашуға негізделген, геномды қайта секвиндеудің орнына экзомалық түсірілімді қолданып SNP үміткерін анықтауға тырысқан [101]. 
Себебі гомозиготалы HH1 немесе JH1 ірі қарасының болуы мүмкін емес. Екі мутация HH1 үшін APAF1 генінің кодтау аймақтарында және JH1 үшін CWC15 генін кодтау аймақтарында ерте тоқтайтын кодондар жасайтын жалғыз нуклеотидтік алмастырулар болды. Сол сияқты, сиырларда түсік тастау мен туа бітті ақау тудыратын Брахиспинамен байланысты ұрықтанғыштық гаплотипі FANCI генінде 3329 ж.н. делецияға ұшырайды. Екінші жағынан, біз НН3 үшін нақты себептік мутациямен SNP chr8: 95,410,507T.C толықтай  теңсіз байланыста екенін жоққа шығара алмаймыз. Мұндай сценарийде себептік мутация ген аралық аймақта, интронда немесе ірі қара экзонын қамтитын ROI зондтарымен қапталмаған айқындалмаған генде болуы мүмкін. Болашақтағы зерттеулер гомозиготалы HH3 гаплотипімен байланысты сиыр эмбрионының дамуының алғашқы 60 күнінде өздігінен іш тастауына әкелетіндей SMC2  генінің биохимиялық құрылымына F1135S мутациясының қаншалықты әсер ететінін  анықтау қажет. Сүт өндіретін шаруашылықтарда генетикалық ауытқуды тасымалдаушы малдарды тікелей тексеріп, анықтауға мүмкіндік береді және осылайша гомозиготалы HH3 тасымалдаушы эмбриондарының пайда болуына әкелетін ұрықтанудың алдын алуға мүмкіндік береді  [102-104]. 
Ғалымдар 2014 жылы HH2 ұрықтанғыштық гаплотипімен (BTA1 хромосома, позициялар 94,860,836 және 96,553,339 (UMD3.1)) байланысты белгісіз геннің орналасу аймағын анықтады. HH2 гаплотипінің ұрықтанғыштық әсері қалыпты гомозиготалы голштеин тұқымды сиырлардың  ұрықтануы (31%)  мен гетерезиготалы бұқалардан тараған ұрғашы малдардың ұрықтануының көрсеткіштерін салыстыру арқылы расталды. Гетерозиготалы бұқалардан тараған ұрғашы малдардың ұрықтану көрсеткіштері төмен, HH2 локусы бойынша гомозиготалы эмбриондар ұрықтанғаннан кейін 100 күн ішінде өледі. Асыл тұқымды малдардың генеологиялық талдауы көрсеткендей, HH2 гаплотипінің генетикалық ақауының атасы Willowholme Mark Anthony  бұқасы болып табылады [105].
Швейцариялық қоңыр, голштеин және джерсейлік тұқымдарының ұрықтанғыштық қабілетіне теріс әсер ететін ірі қара гаплотиптерінің ашылуы өндірушілерге бірнуклеотидті полиморфизмге (SNP) негізделген коммерциялық генотиптеу сынақтарын қолдана отырып, тасымалдаушы жануарларды анықтауға мүмкіндік береді. Бұл зерттеу осы гаплотиптердің үшеуінде (Швейцариялық қоңыр 1, голштеин тұқымының 2) қамтылған ірі қара эмбриондарының ақаулы дамуының негізін құрайтын себеп-салдарлық мутацияны анықтау үшін жасалды. Гаплотип HH3-пен тығыз байланысты нұсқа 8-ші хромосоманың 95 410 507 (UMD3.1) позициясындағы 2-ші (SMC2) құрылымдық хромосоманы ұстаудың 24 экзонындағы синонимді емес SNP (T/C) полиморфизмі болып табылады.  Бұл полиморфизм 1135-ші амин қышқылын фенилаланиннен серинге өзгертеді және кодталған ақуыздың NTPase аймағында бейтарап емес, төзімсіз және эволюциялық тұрғыдан орын алмастыруы екіталай алмасуын тудырады. Тек экзомдық аймақты қамтитын секвенирлеу жүргізілгендіктен,  HH3 нақты мутация экзондық емес геномдық аймақта болуы мүмкін екенін жоққа шығара алмаймыз. SMC2-дің ДНҚ-ны қалпына келтірудегі, конденсациядағы және хромосомаларды сегрегациялаудағы, жасушаның бөлінуіндегі маңызды рөлін ескере отырып, осы нәтижелер SMC2-де синонимді емес SNP (T/C) мутацияның себебі ретінде қарастыруға болады [29, б.3]. 
Ресейдің орталық және солтүстік-батыс аймақтарындағы айршир тұқымды ірі қара малында АН1 гаплотип тасымалдаушыларының пайда болу жиілігі өте жоғары кездеседі,  бұқаларда 14,3%, сиырларда 35,7% құрады. Барлық аталық бұқалар, АН1 гаплотиптің гетерозиготалы тасымалдаушылары, негізінен О. Р. Лихтинг (Лайтнинг) 120135 тізбегіне  жатады [106]. 
Осыған ұқсас зерттеулерді басқа ғалымдар Канадалық, Ресейлік және Еуропалық жерлерден шыққан айршир тұқымды аталық-бұқаларда 186 бас көлемінде жүргізді және АН1-16,66% ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларының кездесу жиілігі анықталды. Жұмыстың авторлары осы жасырын генетикалық ақаудың жоғары таралуын ескере отырып, популяцияны АН1 гаплотипінің тасымалдауын бақылауды ұсынады [107].
Авторлар Реал Тайм  ПТР әдісін қолдана отырып, Ресей Федерациясының симментал тұқымдас сиырлары (n= 180) мен бұқалары (n=239) популяциясында FH4 (SUGT1 гені) мутациясының гаплотипінің таралуын анықтады. ДНҚ тестілеу нәтижелері бойынша бұқалар тобында 15 бас FH4 жасырын тасымалдаушылары анықталды, олар мына түрлерге жатады: Редада 711620016730, Хонига 803610032, Страйка 979322326, Польцера 803608138 және Целота 929105907, 4 гетерозиготалы тасымалдаушы сиырлар анықталды [108]. 
Тұжырымдаманың деңгейі BH1 үшін 3461,5 төмен, HH2 үшін 3060,8 және HH3 үшін 3260,4 орташа деңгеймен салыстырғанда төмен болды. Қалыпты жұптардың саны швейцариялық қоңыр тұқым үшін 68000, ал голштеиндер үшін 14 миллион болды, ал BH1 үшін 936 гетерозиготалы жұп, HH2 үшін 3252 және HH3 үшін 14114. Сиырлардың іш тастауының көп жағдайлары HH2 және BH1 үшін буаздықтың 100 күніне дейін және HH3 кезінде 60 күнге дейін болған [109].
HH2 және HH3 үшін өлі туу коэффициенті шамалы болды, қалыпты кезден жоғарырақ болды. Осы гаплотиптердің негізіндегі аллельдер: 163153 West Lawn Strech Improver for BH1, 334489 HW2 үшін Willowholme Mark Anthony, 1556373 Glendell Arlinda Chief, және HH3 үшін 1244845 Grey View Skyliner өндіруші бұқаларынан басталды [110]. 
Генетикалық ақаудың пайда болуының генетикалық табиғатын, HH2 ұрықтанғыштық гаплотипін зерттеу бойынша алғашқы зерттеулер 2014 жылы жүргізілді және зерттеу нәтижелері  сәтті болмады,  бұл аномалияға жауапты геннің локализациясы мен атауын дәл анықтау (BTA1 генін 94 860 836-дан 96 553 339-ға дейін картирлеу, UMD3.1) мүмкін болмады [111]. 
Дегенмен, HH2-нің ұрықтанғыштық әсерлері негізінен голштеиндер үшін қалыпты ұрықтану көрсеткіштерін (31%) гетерозиготалы бұқалармен гетерозиготалы бұқалардан тараған ұрғашы малды ұрықтандыру коэффициентімен салыстыру арқылы расталды. Қазіргі уақытта IFT80 генінің кодтау бөлігіндегі 1-хромосомада 107 172 615 bp бөлігінің алмасуының этиологиялық рөлі анықталды және бұл ығысу WNT белгі беруінің бұзылуымен бірге жүреді және гомозиготалы эмбриондардың өліміне әкеледі. конкордантты INDEL btau1:107,172,615 позициясында орналасқан, алайда IFT80 генінің 11-экзонында фреймдік ығысуды тудыратыны анықталды, бұл ақуыз өнімінің ерте қысқаруына әкелді [112].
Асыл тұқымды талдау көрсеткендей, Willowholme Mark Anthony бұқасы голштеин тұқымындағы HH2 гаплотипінің генетикалық ақауының бастау алған атасы болып табылады [113]. Голштеин тұқымындағы HH2 ұрықтанғыштық гаплотипі (OMIA 001823-9913) сиырлардың ерте эмбриональды өліміне әкеліп соқтырады және ұрықтанғыштығының төмендеуі нәтижесінде сүт фермаларына үлкен экономикалық зиян келтіреді [114]. 
Гаплотип HH6 генетикалық ақаудың арғы атасы 1987 жылы туған MOUNTAIN USAM000002070579 бұқасы. SDE2 гені - Telomere Maintenance Homolog 2 ақуызының белок синтезін бақылайды; мутация нәтижесінде аденин амин қышқылы гуанинмен ауыстырылды. Бұл мутацияны зерттеу авторлары g.29773628 A>G мутация деп белгіледі және NCBI дерекқорында №rs434666183 нөмірімен тіркелді. Қолдан ұрықтандыру, ең жақсы бұқа ұрығын әкелу және эмбриондарды халықаралық тасымалдау арқылы генетикалық материалдың қарқынды алмасуы ірі қара мал популяциясы арасында кез келген мутацияның таралуын жеңілдетеді. Авторлар зерттеуге 87 бұқаны алды, экспериментке SDE2 мутациясын тасымалдаушылар тұқымдық талдау нәтижелері бойынша таңдалды. HH6 мутациясының тасымалдаушыларын анықтау классикалық ПТР-РФҰП әдісімен жүргізілген, содан кейін гетерозиготалы тасымалдаушыларда алынған нәтижелер секвенирлеу арқылы расталған  [115]. 
Голштеин тұқымдас сиырларда  HH6 ұрықтанғыштық гаплотипі ірі қара малдарындағы жаңа аутосомды-рецессивті ақау болып табылады (OMIA 002149-9913). Рецессивті гомозиготалы генотипі бар ірі қара мал эмбриондары буаздықтың алғашқы 35 күнінде өледі [116].
Джерсей тұқымында JH1 ұрықтанғыштық гаплотипін тасымалдайтын бұқалардың шығу тегін талдау бұл мутацияның арғы атасы 1962 жылы туған бұқа Observer Chocolate Soldier (АҚШ тіркеу нөмірі 596832) екенін көрсетеді. Soldier бұқасының қыздары сүт өнімділігі бойынша құрдастарынан 764 литр сүтке асып түсті, бұл бұқадан 1454 ұрғашы мал алынды. 1980 жылдары JH1 гаплотипін тасымалдаушылардың таралуы шамамен 20-дан 25%-ға дейін болды [117]. 
Ғалымдардың зерттеу нәтижелеріне сәйкес, Джерсей тұқымындағы JH1 генетикалық ақауы CWC15 генінің 3-ші экзон бөлігіндегі BTA15-те 15 707 169 позициясында нүктелік мутация (C→T) нәтижесінде пайда болды, функционалды түрде бұл мутация STOP кодонымен бірге жүреді [118]. Қытайдың Джерси тұқымының популяциясында JH1 ұрықтанғыштық гаплотипін тасымалдаушылардың таралуын анықтау үшін: генеалогиялық талдау және классикалық ПТР-РФҰП талдау әдістері қолданылды. Зерттеу нәтижелері бойынша JH1 гетерозиготалы тасымалдаушыларының таралуы  6,9% құрады [119].
Джерсей тұқымында жаңа жағымсыз генетикалық синдром, фенотиптік түрде сипатталған және анықталған. JNS пен зақымданған бұзаулар алдыңғы аяқтарын басып тұра алмайды, сонымен қатар: иықтың шығуы, туа біткен бас сүйек-бет аномалиясы, дегенеративті миелопатия белгілері кездеседі. Американың Джерси тұқымының популяциясында бұл синдромның таралуы 8,2% құрайды, дегенмен қазіргі уақытта «алдыңғы аяқтарының жайылу невропатиясы» синдромының (JNS) пайда болуының толық генетикалық сипаты белгісіз [120].

1.5 Сиырлардағы эмбрионалдық өлімнің полиэтиологиясы, балау әдістері, таралуы және алдын алу жолдары

Сиырлардың төлдеу кезеңдерінің ара қашықтығы көп жағдайда ұрықтанмағандықтан емес, ұрықтанған зиготаның эмбриогенездің алғашқы сатыларында өлуінен болады. Осындай құбылыстардың себептерін анықтау және ұрықтандыру көбейту мен малдарда эмбрионның өмір сүргіштік қабылетін арттыру әдістерін жасау ғылым мен практиканың кезек күттірмейтін міндеттерінің бірі болып табылады, өйткені мұның бәрі мал басының көбеюінің төмендеуіне алып келеді. Мал шаруашылығын интенсивті басқаруды тежейтіні  жыныс бездерінің дамуының функционалдық жеткіліксіздігі мен сиыр организмінде гонадотропты гормондар өндірісінің төмендеуіне байланысты жиі байқалатын малдың бедеулігі болып табылады [121].
Эмбрионалдық өлім  (эмбриональная смертность, embryonic mortality, embryonic death) сүт бағытындағы сиырларда жиі кездесетін, үлкен экономикалық шығын әкеліп отырған патологиялық үрдіс. Эмбрионалдық өлім пайда болу мерзіміне байланысты: ерте эмбрионалдық өлім - ұрықтанған уақыттан кейін 15 тәулік арасында, кеш эмбрионалдық өлім - буаздықтың 16 тәулігі пен 42 тәулік аралығында кездеседі. Әдетте, ерте эмбрионалдық өлім болған жағдайда, сиырлардың жыныстық циклінің ұзақтығына әсер етпейді және ешқандай клиникалық белгісіз өтеді. Кеш эмбрионалдық өлім кезінде буаздықтың сары денесі өз қызметін жалғастыруына байланысты, жыныстық циклідің ұзақтығы 35-45 тәулікке дейін ұзаруы ықтимал. Зерттеулердің нәтижесіне сәйкес эмбрионалдық өлімнің 80% ұрықтанғаннан кейін  17 тәулікке дейін аралықта кездеседі, өлімдіктің 10-5% буаздықтың 17 тәулігі мен 42 күндері арасында, ал  5,0% буаздықтың 42 тәулігінен кейін кезеңде болады. Келесі зерттеулерде ғалымдар сиырларда  эмбрионалдық өлімнің таралуын анықтауға бір мезгілде ИФТ әдісімен қан сары суында PAG анықтауды және трансректалдық тәсілді ұсынады [122]. 
Жалпы, сиырларда ұрықтану пайызы 90,0% жоғары болады, бірақ эмбрионалдық өлімнің салдарынан ұрықтану көрсеткіші  40-60%-ға дейін төмендеп кетеді. Зерттеулерге сәйкес эмбрионалдық өлім жиі сиырларда буаздықтың алғашқы сатысында, 8-40 тәулік арасында кездеседі. Эмбрионалдық өлім көп факторлы патологиялық құбылыс және этиологиялық факторларға: аналық торшасының кемістіктері, аналық организмі мен төлдің генетикалық сәйкес келмеуі, дұрыс азықтандырмаудан болған зат алмасу үрдісінің бұзылуы, ұстау технологияларын сақтамау жатады. Жиі эмбрионалдық өлім ешбір клиникалық белгісіз өтеді, тек жыныстық циклдің ұзақтығы өзгереді [123,124]. 
Ғалымдар сиырларда кездесетін эмбрионалдық өлімнің алдын алудың әдістерін ойлап табуда, Ресей мамандары сиырларға анатомиялық атласта көрсетілген №30 нүктесіне эмбриондармен қаныққан ерітіндіні 0,2 мл көлемінде акупунктура жасау арқылы енгізу, оларда эмбриондық өлімдікті 27,5% төмендетенін анықтаған. Осы әдіспен аталған нүктеге акупунктура жасау үшін сурфагон және оварин препараттарын қолданған және бұл әдістің  эмбрионды қорғауға көмегі бар екені дәлелденген, өндірісте қолдануға ұсыныс жасалған [125]. 
Сиырларда буаздық, оның кез келген сатысында түрлі себептердің әсерінен тоқтауы мүмкін, ол өз кезегінде репродуктивтік қызметке кері әсерін тигізеді және көптеген теріс этиологиялық факторлардың әсерінен болады. Мамандар буаздықтың тоқтауының кездесетін негізгі 4 кезеңдерін  көрсетеді: алғашқы кезең ұрықтанғаннан кейінгі бірінші апта, жоғарғы өнімді сиырлардың 20% немесе 50% бастарында эмбрионалдық өлім осы бірінші аптада кездеседі, олардың негізгі этиологиялық себептері, ооцит сапасының төмен болуы, жыныс мүшелерінің жасырын патологиялары, жоғарғы температурадан болған стресс. Екінші күрделі кезең, ұрықтанғаннан кейінгі 8 тәулік пен 27 тәулік аралығы, осы кезеңдегі негізі теріс факторлар: «буазықты аналық организмнің сезінуі», эмбрионалдық өлімнің 30% осы кезеңге сәйкес келеді. Қосымша теріс факторлар: эмбрионның сигнал беруі, тау-интерферонының түзілуі туралы сигналдың төмендеуі, интерферон тау өз кезегінде сары денеде прогестерон гормонының секрециясын арттырады,осы кезеңде простагландин F2a, E1 және E2 гормондарының түзілуі буаздыққа сәйкестене бастайды.  Үшінші, шешуші кезең, буаздықтың 28 тәулгі мен 60 күндерінің арасында болады, осы мерзімде эмбрионалдық өлімнің 12% кездеседі. Төртінші кезең, ол 61 тәулік пен 90 тәулік аралығында, бұл кезеңде эмбрионалдық өлімнің пайда болу  2% дейін төмендейді [126]. 
Шет ел ғалымдары эмбрионалдық өлімнің негізгі себептеріне:   ооцитердің даму сатысына сәйкес болмауын, овуляция алдындағы эстрадиол гормонының жеткіліксіз секрециясымен, прогестерон гормонының тапшылығымен, жатыр ортасының эмбрионға қолайсыздығымен, плацента дамуындағы кемшіліктермен, эмбрионның өзінің дамуындағы кемтарлықтармен байланыстырады. Ірі қара малының репродуктивтік комитетінің номенклатурасына сәйкес (Committee on Bovine Reproductive Nomenclature, 1972) эмбрионалдық кезең деп, ұрықтанған сәттен бастап дифференциация кезеңіне дейінгі аралықты атайды және бұл кезең сиырларда 42 тәулікке дейін созылады. Осы номенклатураға сәйкес сиырларда эмбрионалдық өлім ерте кезеңде (28 тәулікке дейін) және кеш мерзімде кездесуі мүмкін (28 тәуліктен кейін).  Мәліметтерге сәйкес сиырларда ерте мерзімде эмбрионалдық өлімнің таралуы  20-30% құраса, ал кеш мерзімде бұл көрсеткіш 3,2% мен  42,7% аралығында. Жалпы әдебиетте, буаздықтың 35-40 тәулік аралығындағы эмбрионалдық өлімнің пайда болуы туралы мәліметтер аз [127,128]. 
Зерттеулерде трофобласт ақзаттары, ірі қара малының буаздығымен байланысты гликопротеин, PAG (bovine pregnancyassociated glycoprotein)  және арнайы буаздықпен байланысты ақзаттардың, PSP-B (bovine pregnancy-specific protein B) қос қатарлы торшаларда түзілетіні дәлелденген [129,130]. 
Турция ғалымдары голштеин тұқымдас 58 бас сиырларда жүргізілген эксперименттерінде, оларды қолдан ұрықтандырғаннан кейін 28,30,32 және 40 тәуліктерінде қан мен сүт үлгілерін алып, PAG мөлшерін анықтаған. Буаздықтың 30 және 40 тәуліктерінде сиырларда буаздық пен эмбрионалдық өлімді анықтауға трансректалдық жолмен УДЗ зерттеу жұмыстарын жүргізген.  Мамандар сиырларда ерте мерзімді буаздық пен эмбрионалдық өлімді балау үшін осы үш әдістерді қатар қолданудың тиімділігін көрсеткен [131].
Үнді ғалымдары сиырларда эмбрионалдық өлімнің пайда болуының неізгі факторларын көрсеткен: генетикалық фактор,  дұрыс азықтандырмау, арнайы індеттер, арнайы емес індеттер, эндокриндік факторлар, экологиялық себептер. Сонымен қатар, сиырдың сүт өнімділігі артқан сайын ұрықтану қабілеті төмендейтіні анықталған. Ғалымдардың мәліметтеріне сәйкес, сиырлардың сүт өнімділігінің әрбір 500 немесе 1000 кг жоғарылауы міндетті түрде олардың ұрықтану қызметінің төмендеуімен сипатталады.  Сиырларда эмбрионалдық өлімді балауға қан сары суындағы bPAG-1 (Bovine pregnancy associated glycoproteins) пептидінің концентрациясын анықтау ұсынылады. Қосымша зерттеу әдісі ретінде, УДЗ тәсілін қолдану тиімді [132]. 
Ғалымдардың пікіріне сәйкес сиырларға парентералдық жолмен гонадотроптық әсері бар сурфагон, хорулон, оварин препараттарын енгізу олардың жыныс және бүйрек үсті бездерінің белсенділігін арттырады, оларда қан айналымында келесі гормондардың концентрациясын;   прогестеронның  1,69–2,89 есе, эстрадиолдың – в 1,16–1,47 есе, кортизолдың – 2,00–2,95 есе арттырады, сиырларда эмбрионалдық өлімді 25–55% дейін төмендетеді [133].
Украина мамандары сиырларда жыныстық циклді белсендендіру үшін және синхронизациялау үшін сурфагон және эстрофан препараттарын қолданған, осы нобайдың 11 тәулігінде емдеу мөлшерінде стероидтық емес қабынуға қарсы аинил препаратын еккен. Осы тәсіл сиырларда ұрықтандыру нәтижесін 7,3% көтерген және эмбрионалдық өлімді төмендеткен [134].
 Басқа өндірісте жүргізілген зерттеу жұмысында сиырларда эмбриондардың өміршеңдігін сақтап қалуға сурфагон препараты мен қоса тимоген иммунномодуляторын қолдану оң нәтиже берген [135]. 
Ресей ғалымдары сиырларда эмбрионалдық өлімді төмендетуге габивит және мультивит+минералдарды бір рет бұлшық етке 20 мл егудің пайдалы екенін көрсеткен, аталған әдіс сиырларда қолдан ұрықтандырудың көрсеткішін 10,71-15,18% жоғарылатқан. Егер азықтандыру рационында селен жетіспесе, онда габивит препаратын қолданған орынды [136]. 
Ресей мамандары эмбриондық өлімдік (эмбриональная смертность) және жатырда эмбрион дамуының тоқтап қалуы (внутриутробная задержка развития эмбриона) деген ұғымдарды қолданады. Эмбрионалдық өлімнің алдын алу үшін екі әдіс қолданылған: қолдан ұрықтандырғаннан кейінгі 5-6 және 12-14 күндері бұлшық етке сиырларға 2,5% прогестерон гормонының майлы ерітіндісін енгізген, екінші әдіс, сиырларға ұрықтанғаннан кейін, 12,14,16 күндері паренталдық жолмен ірі қара малының рекомбинантты интерферон –тау препаратын 5 мл көлемінде енгізген. Барлық сиырлар 28-30 және 60-65 тәуліктерге буаздыққа және эмбрионалдық өлімге тексерілген. Алынған нәтижелерге сәйкес рекомбинантты интерферон – тау препаратын қолдану нәтижесінде 100% сиырларда эмбрионалдық өлім кездеспеген [137]. 
Отандық ғалымдар сиырларда буаздықты анықтауға қан сары суында PAG мөлшерін ИФТ тәсілімен, қолдан ұрықтандырудан кейін 26 тәуліктен кейін анықтауды ұсынады, әдіс сиырларда буаздықты 100%  дәлдікпен анықтауға мүмкіндік береді [138].  
Ғалымдар сиырлардағы кеш эмбрионалдық өлімді балауға ұрықтанғаннан кейін 31 және  45 тәулікте тәулікте ультрадыбыстық зерттеу арқылы балау жасаған, ал УДЗ зерттеу кезінде төлде жүрек қағысы болса, онда ол тірі эмбрион деп анықталған. Тексерілген 3695 буаздықтың нәтижесі бойынша кеш эмбрионалдық өлімнің таралуы 6,9% құраған, зерттеу нәтижелеріне сәйкес кеш эмбрионалдық өлімнің басты қауіп төндіру факторлары: табындағы мал басының саны, мамыр және маусым айларында ұрықтандырылған сиырларда эмбрионалдық өлімнің деңгейі жоғары (1,49, p < 0,05), оларды ақпан-сәуір аралығында ұрықтандырған сиырларға қарағанда [139]. 
Келесі авторлар, 4000 астам айршир тұқымдас сиырларына зерттеу жүргізіп, оларда ерте эмбрионалдық өлімнің таралуы 21,7%  екенін анықтаған. Ерте эмбрионалдық өлімнің таралуы бірінші лактациядағы сиырларда 12,1%, ал осы көрсеткіш көп бұзаулаған (7 және онан көп) сиырларда болған (27,3%). Эмбрионалдық өлімге сиырлардың сүттілігі де әсерін тигізген, өнімділігі 4500 кг сиырларда эмбрионалдық өлімнің деңгейі 12,3% құраса, ал 7000 кг және онан жоғары өнімді сиырларда осы көрсеткіш екі есе жоғары болып, 26,5% көрсеткен [140]. 
Әлемде сүт және ет бағытындағы ірі қара малында репродуктивтік қызметінің бұзылуында ең жиі кездесетін патологияға, эмбрионалдық өлім жатады. Эмбрионалдық өлімді этиологиясы көп факторлы болғандықтан, оған балау жасау қиындықтар туғызады. Буаздықтың алғашқы 30 тәулігінде сиырларда эмбрионалдық өлімнің 50% дейінгі бөлігі індетті аурулардың, соның ішінде ірі қараның індетті ринотрахеиті, ірі қараның вирустық диареясы, лептоспироз жатады [141]. Ғалымдардың мәліметтеріне сәйкес сиырларда эмбрионалдық өлімнің 20% дейінгі үлесі генетикалық факторлардың әсерінен болуы ықтимал [142,143].
Инфекцияның фетоплацентарлық  жүйеге патологиялық әсерін жүзеге асыруды қамтамасыз ететін механизмдердің бірі – буаздық  процесіне тән иммундық жауаптардың өзгеруі. Соңғы зерттеулер көрсеткендей, сиырлардың эндометриіндегі созылмалы аралас вирустық-бактериялық инфекциялардың әсерінен жергілікті иммунитеттің өзгеруі байқалады. Егер сау сиырлардың эндометриінде буаздықтан тыс уақытта В-, Т-, NK-жасушалары, макрофагтар шамалы мөлшерде болса, онда инфекциялық агенттердің (ИРТ, цитомегаловирус, хламидия және т.б.) әсерінен, қабынудың жасушалық және гуморальдық реакциялары кезінде жергілікті жоғары деңгейде жүреді. Бұл эндометрияның лейкоциттік инфильтрациясының жоғарылауы, Т-лимфоциттердің, NK жасушаларының, макрофагтардың, IgM, IgA, IgG титрлерінің күрт өсуімен көрінеді. Жергілікті иммундық реакцияларды белсендіру плацента түзілу процестердің бұзылуына, инвазия мен хорионның дамуына және ақыр соңында буаздықтың әр түрлі кезеңдерінде ұрықтың өлуіне және түсік тастауға әкелуі мүмкін. Сонымен қатар, патогендердің түзілетін эмбрионның жасушаларына тікелей әсері бар, бұл сайып келгенде олардың өлуіне немесе бұзылуына алып келеді. Осылайша, сиырларда созылмалы аралас вирустық-бактериялық инфекция организмде ұзақ сақталып, симптомсыз жүруі, ұрықтандыру нәтижесінің төмендеуіне әкелуі мүмкін. Бұл эмбрионның жасушаларына  тікелей зиянды әсер етумен ғана емес, сонымен қатар эмбрионның өлімі мен жатырдың ұрықты қабылдамауына тікелей қатысатын жергілікті деңгейдегі гемостаз бен иммунитеттің белсенділенуіне байланысты [144].
Сиырлардағы ерте және кеш эмбрионалдық өлім мен олардағы прогестерон гормонының арасындағы корреляциялық байланыс анықталған, прогестрон гормонының жетіспеушілігі сиырларда эмбрионалдық өлімнің жоғарылауымен сипатталады. Мысалы, эмбриондық өлімдік сиырларда ұрықтандырғаннан кейін 25 – 60 тәулік аралығында болса, сиырды қолдан ұрықтандырған күні прогестеронның концентрациясы 2,10 ng/ml, ұрықтандырғаннан кейін 10 тәулікте прогестерон гормонын анықтағанда оның мөлшері буаз емес сиырда 18,11 ng/ml, буаз сиырда 20,46 ng/ml болса, 21 тәулікте буаз емес сиырда 22,56 ng/ml, буаз сиырда 28,84 ng/ml, 30 тәулікте буаз емес эмбрионалдық өлім болған сиырда 12,89 ng/ml, буаз сиырда 32,08 ng/ml болған. Бұл жерде көрініп тұрған заңдылық, буаз сиырларда буаздықтың мерзімі өскен сайын прогестерон гормонының концентрациясының өсу динамикасы байқалады, ал буаз емес, эмбрионалдық өлім болған сиырларда біртіндеп прогестерон гормонының концентрациясының төмендеу динамикасы байқалады [145]. 
Әлемде 1972 жылы бекітілген ірі қара малының репродукциясы комитетінің жіктеуіне сәйкес (Committee on Bovine Reproductive Nomenclature, 1972) сиырларда ұрықтану үрдісінен кейін 45 тәулікке дейін төлдік кезең (плодный период, fetal period), ал буаздықтың 60 тәулігінде буаз сиырларда плацентация толық аяқталып, буаздық жойылып кету қаупі төмендейді. Әдетте сиырларда ерте эмбрионалдық жойылудың, өлімдіатің таралуы пайызы 10-12% құрайды, сонымен бірге сауын сиырларында эмбрионалдық өлімнің жиілігі құнажындарға қарағанда 3,6 есе көп. Авторлар өз зерттеулерінде сиырларда эмбрионалдық және феталдық өлімдіктің этиологиясын зерттеген, соның ішінде коксиллез    (coxiellosis) бен неоспороздың (neosporosis) маңызы [146]. 
Америка Құрама Штатарында 2005 жылғы мәліметтерге сәйкес эмбрионалдық өлімнің әсерінен келетін жыл сайынғы экономикалық шығын 1,2 млрд долларды құрайды. Сиырларда әдетте ең жоғарғы деңгейде эмбрионалдық өлім ұрықтанғаннан кейін 42 тәулікке дейінгі аралықта кездеседі, ал жіктеуге сәйкес сиырларда эмбрионалдық өлім (Early Embryonic Mortality – EEM) ерте мерзімде 27 тәулікке дейін және кеш эмбрионалдық өлім (Late Embryonic Mortality – LEM), 28 тәулік пен 42 тәулік аралығында кездеседі [147]. 
Ірі қара малында ооцит ұрықтанғаннан кейін 8-9 тәулікте эмбрионалдық трофобласт интереферонның түзілуін қамтамасыз етеді, ол өз кезегінде аналық организмнің буаздықты сезінуінің негізгі сигналы болып табылады, антилюотикалық және лютеопротекторлық қасиеттері бар.  Қалыпты емес лютеиндік қызмет қысқа және қалыпты емес лютеин фазасымен байланысты болуы ықтимал, ол өз кезегінде прогестерон мен эстрогендік гормондардың секрециясын төмендетіп, PGF2 α секрециясын уақытысынан ерте жоғарылатады да, лютеин фазасының қысқаруына әкеліп соқтырады [148]. 
Эмбрионалдық өлімнің этиологиясында маңызды орын алатын факторлардың бірі сиырларда, құнажындарда түрлі технологиялық үрдістермен байланысты стресс. Сиырлар мен құнажындарды тасымалдау кезінде стресстен болатын теріс фактордыі әсерін болдырмау немесе төмендету үшін ғалымдар флуниксин меглюмині препаратын жануарларды тасымалдау алдында 1,1 мг/кг есеппен тірі салмағына, бұлшық етке еккен. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес сиырлар мен құнажындарды қолдан ұрықтандырғаннан кейін 12-14 тәуліктерде, тасымалдау алдында бұлшық етке флуниксин меглюмині препаратын қолданса, онда оларда ерте эмбрионалдық өлімнің төмендейтіні анықталған [149]. 
Әлемде соңғы 30-40 жылда сұрыптау нәтижесінде сиырлардың сүттілігі жоғарылап отырды, бірақ олардың өсіп өну қызметі төмендеді. Жалпы өнімділігі сиырларда және құнажындарда ұрықтану дәрежесі 90% болса, ал бұзаулау деңгейі 55% құрайды, эмбрионалдық өлім пен буаздықтың жоғалуы 40% жетеді. Осы жалпы эмбрионалдық өлімнің 70-80% сиырларда ұрықтану болғаннан кейін 8-16 тәулік аралығында  кездеседі. Зерттеулерге қарағанда сиырларда, ұрықтанудан кейін 13-15 тәуліктерде de novo ақзатының синтезделі жылдамдығы мен фосфорлану деңгейі күрт өзгереді, осы үрдістердегі өзгерістер жиі эмбриондардың өлімге әкеліп соқтырады [150]. 
Америка ғалымдары ет бағытындағы сиырлардағы эмбрионалдық өлімнің этиологиясы мен таралуы туралы мега талдау жүргізген, сол талдаудың нәтижесіне сәйкес сиырлардағы эмбрионалдық өлім пребластоциста кезеңіндегі, ұрықтанғаннан кейін 1-7 күндері, ерте эмбрионалдық өлім 8-32 тәулік аралығында, кеш эмбрионалдық өлім 33-100 тәуліктерде. Шамамен эмбриондардың 28,4 % пайызы алғашқы 7 күннің ішінде дамуын тоқтатады, соның ішінде эмбриондардың басым көпшілігі алғашқы 4 күннің ішінде дамуын тоқтады [151].  
Сиырларда эмбрионалдық өлім пен субклиникалық желінсау арасындағы байланыс зерттелген, сиырларда эмбрионалдық өлімнің таралу деңгейі ұрықтанғаннан кейін 30 – 60 тәулік аралығында 12% құраса, буаздықтың 60 – 90 аралығына сиырлардың 5% эмбрионалдық өлім тіркелген. Субклиникалық желінсаудың екінші және үшінші дәрежесі болған сиырларда эмбрионалдық өлім жиі кездескен, арасындағы корреляция OR 2.6, p <0.01 болған. Аталған үрдіс, шамасы желінде болып жатқан қабыну нәтижесінде қабыну медиаторлары түзіліп, соның ішінде простагландин F2α түзіліп, ол өз кезегінде сары денені лизиске ұшыратып, буаздықтың жойылуына әкеліп соқтырады [152]. 
Қазіргі таңда сиырларда эмбрионалдық өлімнің себептері терең зерттелген, көптеген авторлардың нәтижелеріне сәйкес эмбрионалдық өлім организмде болып жатқан қабыну үрдісіне жауап рекциясы ретінде  простагландин F2α секрециясының күшеюімен сипатталады, ол өз кезегінде сары денені лютолизге ұшыратады. Сондықтан ғалымдар, эмбрионалдық өлімнің алдын алуға простагландин F2α қарсы ингибиторларды қолдануды ұсынады. Осы мақсаттан стероидтық емес қабынуға қарсы препараттарды (кетопрофен, ибупрофен, карпрофен, мелоксикам, флуниксин, меглумин және аспирин) қолдану оң нәтиже беретіні анықталған [153]. 
Эксперименталдық жолмен сиырларда жоғарғы температурадан болған стресстің (heat stress, HS) эмбрионалдық өлімге әсері зерттелген, ұрықтану пайызы жоғарғы температурадан стресс алған сиырлада 49% болса, бақылау тобындағы қалыпты зоогигиеналық температурада ұсталған сиырларда бұл көрсеткіш 67% құраған. Алынған нәтижелерге сәйкес  қалыпты температурада болған сиырларда прогестеронның концентрациясы жоғарғы температурадан стресс алған сиырлармен салыстырғанда 2,09 есе жоғары болған. Сонымен бірге жоғарғы температурадан стресс алған сиырларда қалыпты температурада болған сиырлармен салыстырғанда кортизолдың (1,86 есе), пролактиннің (1,60 есе), субстанция-Р-ның  (1,55 есе), изопростан-8-дің  (1,34 есе) және простагландин F2α метаболиттерінің  (1,97 есе) көп болған [154]. 
Практикалық тұрғыдан аса маңызды зерттеу, ол ерте эмбрионалдық өлімді балау әдістерін жетілдіру және өндіріске енгізу болып табылады.  Жалпы сиыр ұрықтанғаннан кейін буаздықтың ерте даму сатысында буаздықты қамтамасыз ететін сары дененің қызметін арттыратын, нәтижесінде прогестерон гормонының секрециясын қаматамасыз ететін фактор, ол интерферон tau (interferon tau, IFNT). Сиырларда ерте эмбрионалдық өлімді балаудың дәл және тікелей әдісі- ISG генінің экспрессиясын  (interferon-stimulated genes mRNA) анықтау және қан сары суындағы буаздықпен байланысты (pregnancy-specific protein B, PSPB) ақзаттың  концентрациясының өзгеру динамикасын балау болып табылады [155]. Бүгінгі күнгі in vivo жағдайында жүргізілген зерттеу нәтижелеріне сәйкес сиырларда ұрықтану болғаннан кейін 15-17 күндері эмбрион арнайы ақзат түзей бастайды, ол протеиннің атауы қазіргі таңда interferon tau (IFNT) деп аталады және ол сары дененің қызметін жақсарту арқылы, буаздықты сақтап қалады.  In vitro жағдайында бластоцисталардың  8 тәулікте IFNT ақзатын синтездей бастайтыны анықталған [156]. 
    Сиырларда эмбрионалдық өлімнің   балау әдістері жеткіліксіз болғандықтын, жиі бұл патология өндіріс жағдайында анықталмайды. Ерте мерзімде эмбрионалдық өлімді балау әдістеріне Interferon-tau ситмулдеуші (ISG) гендердің экспрессиясын зерттеу болып табылады,  аталған ген жатыр эндометрийінде, бауырда, қынап пен жатыр мойынында, перифериялық қанның лейкоциттерінде экспрессия беретіні туралы ақпараттар бар. Кейбір авторлар сиырларда ISG генінің экспрессиясын лейкоциттерде анықтап, оны сиырларда ерте мерзімде буаздықты анықтау әдісі ретінде қолдануды ұсынуда [157].
Сиырларда эмбрионалдық өлім полиэтиологиялық патология, сол факторлардың ішінде маңыздысы, сиырларда туғаннан кейінгі кезеңде инволюция үрдістерінің өту сапасы, инволюция деңгейін анықтауға мүмкіндік беретін индикатор көрсеткіштерді пайдалану. Ғалымдар сиырларда инволюция дәрежесін анықтауға сиырлардың қан сары суында   SP, VIP және  IL-1β пептидтерінің концентрациясын ИФТ әдісімен анықтаған, бірақ зерттеу нәтижелері бойынша арасында оң байланыс болмаған [158].  Сонымен қатар сиырларда туғаннан кейінгі кезеңде инволюция деңгейін зерттеуге сиырлардан бөлінетін лохий түріне қарап анықтау әдісі қолданылады, аталған әдіс қарапайым және инволюция үрдісінің деңгейін анықтауға мүмкіндік береді [159]. 
Сиырлардағы эмбрионалдық өлімді балауға сонымен бірге ИФТ және трансректалдық зерттеу әдістері қолданылады, аталған әдіс сиырларда қолдан ұрықтандырғаннан кейін  25 мен  45 тәуліктер арасында анықтауға мүмкіндік береді [160]. Сонымен бірге түрлі патологияларда патогенді агентті детекция жасау үшін ПТР әдісін қолданудың тиімділігі көрсетілген [161]. Эмбрионалдық өлімнің этиологиясында зиянды нүктелік мутацияның әсері, субклиникалық кетоздың және неоспороздың жағымсыз әсері туралы әдебиетте мәліметтер бар [162-165]. 

1.6 Смартфонға арналған BCS COWDITION қосымшасымен сиырлардың кондициясын анықтау және оның көрсеткіштерінің қолдан ұрықтандыру нәтижесімен  байланысы 

Сиырлардың қоңдылығы қалыпты деңгейден төмен немесе жоғары болуы репродукциялық қызметінің нашарлауына және қатты стресс кезеңдерінде зат алмасуының бұзылуына алып келеді.  Сүт шаруашылығында малдың денесінің жай-күйін бағалау табын денсаулығын қадағалаудың өте маңызды бөлігі болып табылады, өйткені ол сүт өндірісінің толық циклінде сауын сиырларының денсаулығын бағалаудың сенімді әдісі болып табылады [166].  
	Сиырлардың қоңдылығының көрсеткіштері (Body condition score - BCS) энергия қорымен тығыз байланысты және сауын сиырларының денесінің май қорларын көрсеткіші екені белгілі. Сүт фермаларында лактацияның әртүрлі кезеңдеріндегі сиырлардың BCS күйін бақылау үшін мамандар смартфонға арналған BCS COWDITION қосымшасын пайдаланады, бұл жануар ағзасындағы энергия балансының деңгейін жанама түрде анықтауға мүмкіндік береді [167,168]. 
Ғалымдардың зерттеулері бойынша BCS көрсеткіштері голштеин тұқымдас сиырларында бірінші төлдегеннен кейінгі кезеңде перифериялық қандағы NEFA және BHBA мөлшерімен ассоциативті әсерін анықтады. Қан сынамалары тәжірибедегі малдардан төлдеуден 21 және 7 күн бұрын және төлдегеннен кейін 7, 21 және 35 күннен кейін алынған, қан сарысуында NEFA, BHBA мөлшері анықталды. BCS COWDITION бағалауының нәтижесі бойынша малдар пренаталдық кезеңдегі қоңдылығының өзгеруіне байланысты үш топқа бөлінді: BCS сиыр қоңдылығының жоғарылауы тобы (Gained - G), BCS қоңдылығының сақталған тобы (Maintained - M ) және BCS қоңдылығының төмендеу тобы (Lost - L), бұл топтардағы жануарлардың пренаталдық кезеңдегі арақатынасы: G - 15,96% (34/213), М - 30,99% (66/213) және L - 53,05% болды. (113/213), тиісінше. Төлдеуге дейінгі BCS көрсеткіштері (төлдеуге дейінгі 21 күн) әр түрлі ; G, M және L топтары үшін орташа BCS сәйкесінше 3,09±0,06, 3,39±0,03 және 3,45±0,02 болды. L тобында BCS бойынша ең жоғары көрсеткіш (3,45), одан кейін M тобы (3,39) болды. G тобында (3,09) басқа топтарға қарағанда орташа BCS төмен болды (p <0,01). Пренаталдық кезеңдегі (төлдегенге дейін 14,7 күн) және төлдеген күніндегі BCS көрсеткіштері бірдей сандық мөлшерге ие болды, алайда төлдегеннен кейінгі кезеңде сиырлардағы BCS көрсеткіштері төлдегенге дейінгі көрсеткіштерден өзгеше, L тобындағы жануарларда басқа топтағы жануарлармен салыстырғанда ең төмен BCS (2,89±0, 03, 2,8±0,03) [169- 171].
Ресейлік ғалымдар артық семіздік коэффициенті бар сиырлардың қан сарысуының биохимиялық көрсеткіштерінің параметрлері бойынша зерттеулер жүргізді. Осылайша, артық семіздік коэффициенті бар сиырлар мен қалыпты қоңдылықтағы сиырлардың төлдеу аралығының кезеңіндегі биохимиялық көрсеткіштерінің салыстырмалы талдауының нәтижелері ұсынылды. Бұл құбылыстар қан сарысуының биохимиялық көрсеткіштерінің ауытқуында да көрініс тапты. Атап айтқанда, гепатобилиарлы жүйеде өзгерістер анықталды (билирубин, жалпы ақуыз, сілтілі фосфатаза) [172].
Авторлар зат алмасу бұзылуының пайда болуы мен дамуын болжау, малды ұстау технологиясын бағалау, азықтандыру рациондарының өнімділігі жоғары сиырлардың өндірістік циклінің әртүрлі кезеңдеріндегі қажеттіліктеріне сәйкес бағалаудың тиімді құралы ретінде «Body condition score» (BCS) экспресс әдісін шығаруды ұсынды. Бұл экспресс-әдісті тәжірибеде қолдану бүкіл технологиялық цикл бойы сиырдың қоңдылығын бақылауға, өнімділігі жоғары сауын сиырларының зат алмасу қызметінің бұзылмауын алдын алуға мүмкіндік береді [173].
	 Ғалымдар 2016 жылы сиырлардың қоңдылығын анықтауда Германияның Bayer Health Care Animal Health компаниясының BCS Cowdition Smartphone қосымшасы мен американдық USBCS жүйесін пайдаланудың тиімділігін бағалау мақсатында зерттеу жүргізді. Тәжірибе 50 бас  (1 - 4 төлдеу) лактацияның орта кезеңіндегі голштеиндік сиырларға жүргізілді. BCS –ті бағалудағы ұпайлар АҚШ-та қолданылатын екі жүйені (0,25 интервалмен 1-ден 5-ке дейінгі шкала) және неміс Bayer Health Care Animal Health компаниясының BCS Cowdition Smartphone қолданбасын пайдалану арқылы алынды. BCS жалпы орташа балл BCS Cowdition және USBCS үшін сәйкесінше 3,37 ± 0,068 ұпай және 3,45 ± 0,060 ұпай болды. Малдардың физикалық жағдайын бағалауда BCS Cowdition және USBCS жүйелері арасындағы оң корреляция 0,81 (p<0,01) құрады. BCS Cowdition және USBCS (R2 = 0,66) арасында оң сызықтық байланыс (p <0,001) табылды [174].
Шетелдік және отандық әдебиеттерді талдау сиырлардың қоңдылығын бағалау үшін сиырлардың семіздік индексін анықтаудың әртүрлі, американдық USBCS (5 баллдық шкала), Германияның Bayer компаниясының BCS Cowdition қосымшасы (5- балдық шкала) және Dairy Australia әзірлеген 8 балдық шкала жүйелері қолданылатынын көрсетеді. Еуропаның сүт тауарлы фермаларында сиырдың қоңдылығын дәл анықтайтын DeLaval компаниясының BCS автоматтандырылған құрылымы қолданысқа ие. Сиырларды қолдан ұрықтандырудың нәтижесі көбінесе малдың физиологиялық жағдайына, зат алмасу процестерінің деңгейіне байланысты, ал сиырлардың жыныс мүшелеріндегі жасырын патологиялық процестер ұрықтануға кері әсер етеді [175]. 
Шетелдік ғалымдардың мәліметтері бойынша өтпелі кезеңдегі сиырлардың аналық бездерінің белсенділігі мен BCS Cowdition көрсеткіштерінің арасында оң корреляция бар [176].
Дене жағдайының көрсеткіші  (BCS) нәтижелері бойынша малдар үш топқа бөлінді: жағдайы жақсы (3,0-4,0 балл), орташа күйде (2,0 балл) және нашар (1,0-5,0). Қоңдылығы нашар сиырлардың сүтінің майлылығы төмен (3,10%)  қоңдылығы орташа BCS малдың сүтінің майлылығы (3,88%) және жақсы BCS қоңдылық көрсеткіші бар малдың сүтінің майлылығы (4,10%). Сүттегі соматикалық жасушалардың мөлшерінің жоғарылауы сүттің биологиялық қасиеттерінің төмендеуімен бірге жүретіні анық, яғни сүттегі ақуыз, май, лактоза және құрғақ заттардың мөлшері төмендейді [177].
 Сиыр денесінің қоңдылығын анықтау (BCS) - жануардың бұлшықеттеріндегі май тінінің қорын, зат алмасуға кететін энергияның мөлшерін жанама түрде анықтайтын субъективті бағалау әдісі. Төлдегеннен кейінгі алғашқы 5 апта ішінде сиырлардың BCS қоңдылығының  0,5 баллға төмендеуі сиырлардың күйге жақсы келуіне, ұрықтану қабілетіне оң әсер ететініне, ал сиырлардың қоңдылығының одан да қарқынды  төмендеуі (BCS  0,5 баллдан жоғары)  ұрықтанғыштығының төмендеуімен бірге жүретіні белгілі болды [178,179].     
	  Сиырлардың қоңдылығын бағалау қолдан ұрықтандырудан ± 3 күн бұрын және  кейін жүргізілді және келесі BCS көрсеткіштері белгіленді: ≤2,5, 2,75, 3,00 және ≥3,25 балл, сиырларда қолдан ұрықтандыру BCS 2,75 до 3,25 балл аралығындағы көрсеткіштерінде оң нәтижелі болды [180]. 
Барлығы голштеин тұқымдас сиырларының 16104 лактациясына талдау жасалынды, BCS бағалау нәтижелері бойынша (суалту кезеңінде төлдегеннен кейінгі кезеңмен салыстырғанда) малдар келесі санаттарға жіктелді: BCS шамадан тыс салмағын жоғалтқан сиырлар (BCS ≤ −0,75; n = 1604) , орташа BCS төмендеуімен (BCS =  0,5 ден  0,25 дейін; n = 6 430),, BCS өзгеріссіз (BCS = 0; n = 4819) және BCS баллының жоғарылауымен (BCS) ≥0,25; n = 3251). Мониторинг нәтижелері малдың көпшілігінде өтпелі кезеңде сүт өнімділігінің артуына байланысты қоңдылығының қалыпты төмендеуі байқалатынын көрсетеді [181-183].
Осылайша, қоңдылығы жеткіліксіз деңгейдегі малдардың әртүрлі ауруларға шалдығу қаупі жоғары, сонымен қатар ұрықтанғыштық қабілетінің нашарлауына әсер етеді. Табындағы малдың қоңдылығын бақылау мал денсаулығы мен оңтайлы жағдайды қамтамасыз етудің негізгі қадамы болып табылады. Бұл жұмыстың мақсаты «Медеу Коммерц» шаруашылығының голштеин тұқымды сиырларындағы Bayer BCS COWDITION қосымшасын қолдану арқылы, қолдан ұрықтандыру нәтижесі мен өтпелі кезеңдегі зат алмасудың бұзылуын болжауға BCS Cowdition көрсеткіштерінің әсерін зерттеу болды [184].
Сиырлардың BCS қоңдылығын анықтау үшін ғалымдар сиырлардың суреттерін автоматты түрде түсіретін 3D жүйесін әзірледі, нәтижесінде алынған кескіндер серверде автоматты түрде жинақталады. Ғалымдардың айтуынша, 3D жүйесін пайдалану кезінде жіберілетін қателік  ± 0,25, дұрыс жауаптардың 94,6% пайызы, орташа абсолютті қателік 0,05. Басқа авторлар BCS әртүрлі параметрлерінің, лактация кезеңінің сиырлардың репродуктивті қызметіне әсерін бағалау үшін сызықтық модельді пайдаланды [185]. 


1.7 Арнайы әдебиеттердегі деректерді талдау

Қазақстан Республикасының мал шаруашылығы саласын дамытудың басым бағыты – асыл тұқымды мал басының үлесін арттыру, жыл сайын еліміздің шаруашылықтары шетелдік селекциядағы голштеин тұқымдас асыл тұқымды малдарды әкелуде. Ғалымдар ірі қара малының жыныс органдарынын белсендіру, патологияларын балау, емдеу әдістерін жетілдіру бағытында көптеген зерттеулер жүргізген [186-188]. Өкінішке орай, голштеин популяциясында интенсивті селекция мен инбридингтің нәтижесінде сәйкес гендердің кодтау бөлігінде нүктелік мутациялар, инсерциялар мен делециялар нәтижесінде пайда болған жаңа генетикалық ақауларды саны өсу үрдісі байқалады. Сонымен бірге төл беру және ұрықтанғыштық белгілерінің тұқым қуалаушылығы өте төмен деңгейде 0,3% болып отыр  [189].  
Сүт бағытындағы ірі қарада қолдан ұрықтандыру үшін шектелген элита бұқаларының шәуетін пайдалану нәтижесінде, голштеин тұқымдас малдарында инбридинг деңгейі жоғарылап кету тенденциясы байқалады. Қазіргі таңда рецессивтік леталдық мутациялар аллелдері мен сүт өнімділігі арасында оң корреляциялық байланыс бар екені анықталған. Геномдық сұрыптау технологияларын пайдалана отырып ғалымдар голштеин тұқымдас сиырларында, эмбрионалдық өлімге әкеліп соқтыратын HH3 ұрықтанғыштық гаплотипін анықтаған [190,191].Ерте эмбрионалды дамудың митотикалық құбылыстары буаздықтың  алғашқы 60 күнінде өздігінен іш тастауға әкелетін хромосомалық бұзылуларды күшейтеді. Адамдарда хромосомалық ауытқулар бірінші триместрде өздігінен түсік тастаудың ең көп тараған себебі болып табылады [192]. 
Сүт өнімділігінің жоғарылауымен қатар бүкіл әлемде сиырлардың репродуктивті функциясының төмендеуі байқалады. Ал кейбір авторлардың пікірі бойынша 25% -дан төмен түседі [193]. Сүт бағытындағы сиырлардағы бедеулікті балау, емдеу алдын алу аса маңызды, экономикалық шығынға жол бермеуге мүмкіндік береді [194-196]. Осылайша, зиянды мутациялардың гетерозиготалы тасымалдаушыларын уақытылы балау екі гетерозиготалы малдың шағылысуын болдырмауға немесе керісінше асыл тұқымды бұқаларды өсіру кезінде гетерозиготалы тасымалдаушылардың таралуын бақылауда ұстауға мүмкіндік береді. Жасырын генетикалық ақаулардың таралуын бақылау үшін асыл тұқымды бұқаларды ұстайтын орталықтардағы бұқаларды ДНҚ-сынаумен қатар, кемінде 20% сиырларды ПТР әдісімен мониторинг  жүргізу  қажет екенін атап өткен жөн.
Сүтті сиырлардың ұрықтану қабілеттілігі 90% немесе одан да көп болуы мүмкін екендігі анықталған. Дегенмен ерте эмбриональды өлімді ескерсек,  ұрықтандырудан шамамен 70% тиімділік алуға мүмкіндік береді [197]. Сонымен қатар, іс жүзінде, көп жағдайда ұрықтандыру тиімділігі 40% -дан аспайды [198].  
Қазіргі уақытта ғалымдар зиянды мутациялардың тасымалдаушыларын дәл және жылдам анықтауға мүмкіндік беретін GeneSeek® Genomic Profiler™ Bovine 50K BeadChip сияқты технологияларды пайдалана отырып, ірі қара малдың жасырын генетикалық ақауларының тасымалдаушыларын анықтаудың заманауи әдістерін әзірлеуде. Осы технологияның көмегімен Уругвайдың голштеиндік ірі қара малының популяциясында жартылай өлімдік және өлімдік аллельдердің тасымалдаушылары анықталды, тұқым қуалайтын аномалиялардың таралуы: синдактилия – 4,18%, брахиспина – 3,39%, холестерин тапшылығының гаплотипі – 2,61%, омыртқаның күрделі деформациясы - 2 09%, BLAD - 1,04%, HH1 - 4,44%, HH3 - 3,13%, HH4 - 1,04%, HH5 - 0,26% құрайды. Бұл факт мал басының жасырын генетикалық ақауларының бар-жоғын үнемі бақылаудың қажеттігін көрсетеді [199]. Осы бағытта зерттеулерді Қазақстандық ғалымдар да жүргізуде, генетикалық ақауларды балауға молекулярлық генетикалық тәсілдер қолданылуда [200, 201].
Авторлардың 2022 жылғы жұмысында жарияланғандай қазір голштеин тұқымында барлығы 38 ұрықтанғыштық гаплотиптері табылған, олардың хромосомаларда локализациялану орындары анықталған, HH18 - HH38 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуы 1,55% пен (HH32 гаплотипі) 5,46% (HH21 гаплотипі) аралығында. Ғалымдар осы генетикалық ақауларға жауапты генді анықтау үшін зерттеулер жүргізуде, сонымен келесі гаплотиптермен байланысты гендердің қысқаша атаулары анықталды: HH21 - NOTCH3, HH25 - RIOX1, HH13 - KIR2DS1, HH35 - PCDH15, қалған ұрықтанғыштық гаплотиптер үшін, сәйкес гендердің атаулары қазіргі уақытта белгісіз. Жасырын генетикалық ақауларды бақылау гендерін анықтау молекулярлық генетикадағы зерттеулердің маңызды қадамы болып табылады, өйткені тұқым қуалайтын аномалиялардың генетикалық табиғатын зерттеу ғана ақауларды балаудың молекулалық-генетикалық әдістерін жасауға мүмкіндік береді. Асыл тұқымды малдардың тұқым қуалайтын аномалиясын балау әдістерін жасау іргелі зерттеулерді, кандидат гендерді іздеуді, геннің құрылымын зерттеуді, себептік байланысты анықтауды (нүктелік мутация, инсерция немесе делеция) талап етеді [202].
Жақында бірнеше зерттеу топтары гомозиготалы формадағы гаплотиптер эмбриондардың өліп қалуына келетінін дәлелдеді. Осы уақытқа дейін генетикалық ақауы бар жануарлар жарамсыз болып табылып, мал басын көбейтуге қолданылмайтын және бұл көптеген жоғарғы өнімді бұқаларда қолдануға, мал басының генетикалық прогрессін төмендетуге әкеліп соқтырды. Сондықтан Германия ғалымдары зиянды гаплотиптер тасымалдаушыларын тиімді қолдану мақсатында арнайы бағдарлама ойлап тапты, онда HH1, HH2, HH3, HH4, HH5 ұрықтанғыштық гаплотиптері тасымалдаушыларын пайдаланудың экономикалық жағынан тиімділігі көрсетілген [203]. Отандық ғалымдар сонымен бірге сүт бағытандағы сиырларда жасырын кетоздың таралуын, оның репродуктивтік қызметке кері әсерін, голштеин тұқымдас сиырларда субдоминантты, доминантты фоликулдердің өсу заңдылықтарын зерттеген [204,205]. 
Арнайы әдебиетте 2013 жылы полимераздық тізбек реакциясының жаңа түрі, Tetra-ARMS PCR, медицинада нүктелік мутация тасымалдаушыларын анықтау, асыл тұқымды малдарды генотиптеу үшін қолдану туралы алғашқы ақпараттар пайда болды. Ғалымдар Tetra-ARMS PCR жүргізу шарттарын оңтайландыру және өзгерту бойынша жұмыс істеуде, өйткені үш жұп праймер реакциялық қоспада бір уақытта 35-40 цикл жұмыс істейді: тура сыртқы және кері сыртқы праймерлер, тура  сыртқы және кері ішкі праймерлер, тура ішкі және кері сыртқы праймерлер. Жұмыстың авторлары амплификаттау және праймердің жабысу температурасы үшін оңтайлы жағдайларды белгіледі. Осылайша, Primer 1 бағдарламасын пайдаланып каппа казеин генінің локусында ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін келесі праймер тізбегі таңдалды: ішкі тура (Allele G) AAAAACCTGTACTCTCTTTCGGG, ішкі кері (Allele T) CTCAGAATCTTGGAAATCTCCCTA, сыртқы тура барлық төрт праймер - 5 °C, аллел G өлшемі: 135 ж.н., аллель Т: 236 ж.н. ал жалпы фрагменттің ұзындығы 324 ж.н., реакциялық қоспаның оңтайлы құрамы 1,4 Х ПТР буфері, 3,5 мм MgCl2, 0,6 мМ dNTP, әрбір ішкі праймерлер 0,6 мМ, сыртқы праймерлер 0,2 мМ [206].
Tetra-Primer ARMS-PCR үшін праймерлерді басқалар http://primer1.soton.ac.uk/public_html/primer1.html  арқылы таңдады және жобаланған праймерлердің ерекшелігі http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast  арқылы тексерілді. Tetra-Primer ARMS-PCR әдісін оңтайландырудың анықтаушы факторлары: ПТР реагенттерінің қажетті концентрациясы, сыртқы және ішкі праймерлердің арақатынасы және жабысу температурасы болды. Оңтайлы концентрация Forward outer primer, Reverse outer primer,  Reverse inner primer (A allele) үшін 0,04 μM және Forward inner primer (G allele) – 0,16 μM. Бастапқы денатурация 94˚C - 3 мин, 30 цикл үшін: денатурация 94˚C - 60 сек, праймер жабысуы - 60˚C - 60 сек, ұзару - 72˚C 60 сек, соңғы синтез 72˚C - 10 мин [207] .
Қазақстан Республикасында голштеин сиырларында HH2, HH6, HH7 ұрықтанғыштық гаплотиптерін және джерси тұқымында JH1 JH2, JH3, JH4, JH5 тасымалдаушыларын анықтау әдістері анықталмағанын көрсетеді. Осылайша, Еуразиялық экономикалық комиссия Алқасының 2020 жылғы 2 маусымдағы № 74 шешіміне (Еуразиялық экономикалық одаққа мүше мемлекеттердің асыл тұқымды өніміне молекулярлық-генетикалық сараптама жүргізу туралы ереже) сәйкес молекулярлық-генетикалық әдістерді қолдана отырып, 46 тұқым қуалайтын аномалияларды тасымалдаушыларды анықтау үшін ірі қара малды генетикалық скринингтен өткізу қажет. 

























2 НЕГІЗГІ БӨЛІМ 

2.1 Зерттеу материалдары мен әдістері 

2.1.1 Қатырылған қан үлгілерінен ДНҚ бөліп алу техникасы, алынған ДНҚ сапасын анықтау 
Докторлық диссертация жұмыстары 2017-2021 жылдары Қазақ Ұлттық аграрлық  зерттеу университеті Қазақстан - Жапон инновациялық орталығына қарасты «Жасыл биотехнология және торшалық инженерия» зертханасында, «Акушерлік, хирургия және өсіп-өну биотехнологиясы» кафедрасының зертханасында және «Медеу Коммерц» шаруашылығында голштеин тұқымдас шет елдік селекция сиырларында жүргізілді. «Медеу Коммерц» шаруашылығы Алматы облысы, Қарасай ауданында орналасқан, зерттеу материалдары ретінде канадалық селекциясының 164 бас голштеин тұқымдас сиырларынан алынған қан үлгілері қолданылды. Зерттеу үшін қан мойын немесе құйрық венасынан ішінде ЭДТА қоспасы бар вакуумдық түтіктерге алынды. Алынған қан үлгілері ДНҚ бөлгенге дейін -20°C температурада тоңазытқышта сақталды, ескеретін жағдай қатырылған қанды тек бір рет ерітіп ДНҚ бөлуге пайдалануға болады, қайта қатырып, ерітіп ДНҚ бөлуге болмайды. 

[image: C:\ЖЕСТКИЙ ДИСК СТАР КОМП\Фото 2017 2019\Фото лаб Асет Айгерим 2018\DSCN1554.JPG]

Сурет 1- Қазақ Жапон инновациялық орталығы «Жасыл биотехнология және торшалық инженерия» зертханасында ПТР жүргізу үшін реакциялық қоспа дайындау

Қан үлгілерінен ДНҚ-ны бөліп алу фенол әдісімен жүргізілді, 100 мМ Tris-20 мМ ЭДТА-10 мМ NaCl, рН 8,0 тең көлемдегі буфер көлемі 1 см3 қан үлгісіне қосылды және 5 минут бойы 5000 g. центрифугаланады. Тұнба дәл осылай қайта жуылып, 400 мкл буферде суспензияланды. Содан кейін суспензияға 5 мкл протеиназа K (20 мг/мл) және 25 мкл 10% натрий додецил сульфаты ерітіндісі қосылды. Мұқият араластырдық. 55°C температурада 3 сағат бойы инкубацияладық. Содан кейін бірдей көлемде фенолды (рН = 8,0) қосып, алынған қоспаны 15 минут шайқап, содан кейін 10 000 g. 15 минут бойы центрифугалаудан соң, ДНҚ-сы бар жоғарғы сулы фазаны мұқият жинадық. Алынған сулы ДНҚ ерітіндісіне 3 М натрий ацетатының 1/10 көлемін және суық этанолдың екі көлемі қосылды. ДНҚ көрінетін күйге өткен соң қалдық тұздар мен фенолды жою үшін 70° этанолмен жуылды. ДНҚ бөлме температурасында аздап кептірілген соң ТЕ буферінде ерітілді. Біздің эксперименттерімізде мұздатылған қаннан геномдық ДНҚ-ны бөліп алу классикалық фенол әдісін қолдану арқылы жүзеге асырылды [208].
Фенол әдісімен ДНҚ экстракциясы үшін қан үлгілерін алдын ала дайындау әдісі. Алдымен 1,5 мл еріген қанды 8000 айн/мин 5 минут центрифугалайды, содан кейін тұнбаны (лейкоциттер) 1 мл буфер 100мМ Трис-20мМ ЭДТА-10мМ NaCl, рН = 8,0 суспензияладық, қайтадан 8000 айн/мин центрифугаладық, одан соң шөгіндіні (лейкоциттер) 100 мкл буферде 100 мМ Трис-20 мМ ЭДТА-10 мМ NaCl, рН = 8,0 суспензиялаймыз. Осыдан кейін үлгінің 100 мкл-іне 400 мкл буфер 100мМ Tris-20mM EDTA-10mM NaCl, pH = 8,0 қосылды. Содан кейін суспензияға 5 мкл протеиназа К (20 мг/мл) және 25 мкл 10% натрий додецил сульфаты (SDS) ерітіндісін қостық. Мұқият араластырдық, 55°C температурада 3 сағат бойы инкубацияладық. Содан кейін бірдей көлемде фенолды (РН 8,0) қостық және алынған қоспаны 15 минут шайқап, содан кейін 5000 g. 15 минут центрифугалап, ДНҚ-сы бар жоғарғы сулы фазаны мұқият жинап алдық. Бұл ретте центрифуга түтігінің ішіндегісі 4 фазаға бөлінеді: 1) түбіндегі тұнба – жасуша қалдықтары, 2) құрамында еріген ақуыздары бар фенол фазасы, 3) интерфаза – фенолда ерімейтін денатурацияланған ақуыздар, 4) жоғарғы фаза – тазартылған ДНҚ-ның сулы ерітіндісі. Фенолмен экстракцияны интерфазадағы ақуыздың ізі толық жойылғанша екі рет қайталадық. Алынған сулы ДНҚ ерітіндісіне 3М натрий ацетатының 1/10 көлемін және екі көлем суық этанол қостық. ДНҚ көрінетін күйге жеткен соң қалдық тұздар мен фенолды кетіру үшін 70° этанолмен жудық. ДНҚ-ны бөлме температурасында аздап кептіріп, TE буферінде еріттік (10 мМ Tris HCL - 1 мМ ЭДТА, рН 7,4) [209]. 
Амплификация процесінің сәттілігі ең алдымен оқшауланған ДНҚ сапасына, концентрациясы мен тазарту дәрежесіне, ДНҚ үлгілерінде ингибиторлардың болуына байланысты екені белгілі. Үлгілердегі ДНҚ мөлшерін микроспектрофотометриялық талдау арқылы өлшеу (NanoDrop™ 2000) ДНҚ сапасын анықтауға мүмкіндік береді, құрамында ДНҚ аз үлгілерді пайдалану амплификацияның сәтті жүруін қамтамасыз етпейді, керісінше, егер ДНҚ концентрациясы үлгілерде жоғары болса, үлгілерді қажетті концентрацияға дейін сұйылту қажет. Үлгілердегі ДНҚ концентрациясының жоғарылауы  жағымсыз, өйткені бұл факт оқшауланған ДНҚ сапасының төмендігін жанама түрде көрсетеді. Екінші, амплификацияның сәтті жүруінің маңызды факторы - ДНҚ-ның тазарту дәрежесі, яғни ДНҚ үлгілеріндегі пептидтердің қалдықтарның мөлшері. Молекулярлық биологияда өлшем бірліктерінің арақатынасын өлшеуге арналған көрсеткіштердің ең оңтайлы көрсеткіші 2,0-ге жақын мәні  A260/A280  деп қабылданған. ДНҚ-ны бөліп алған соң оны NanoDrop™ 2000  микроспектрофотометрінің көмегімен талдадық. ДНҚ шығымы әдетте 1 мл қанға 20 мкг құрайды. Бөлініп алынған ДНҚ мөлшері 260 нм толқын ұзындығындағы қос тізбекті ДНҚ ерітіндісінің 1 оптикалық абсорбция бірлігі 50 мкг/мл ДНҚ концентрациясына сәйкес келетінін ескере отырып, спектрофотометрде анықталды. Алынған ДНҚ тоңазытқышта 4°C температурада бірнеше апта бойы сақтауға болады. 

2.1.2 Сиырлардың ДНҚ үлгілерін HH1 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша ПТР-РФҰП әдісімен және T-ARMS-PCR  генотиптеу  

Әдетте асыл тұқымды малдардың ДНҚ үлгілерін генотиптеу жұмыстары келесі реттілікпен жүргізіледі: американдық NCBI веб-сайтындағы ақпаратты пайдалану (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) сәйкес геннің тізбектерін талдау,  әдебиеттерден праймер тізбегін іздеу немесе Primer 3 Plus бағдарламасын (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) пайдаланып, қажетті праймерді жобалау, амплификаттаудың оңтайлы шарттарын зерттеу, мутантты және жабайы типті аллельдерді айқындау әдісін анықтау, гель-құжаттау жүйесінің көмегімен нәтижелерді қарау.
Біздің эксперименттерімізде HH1 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін біз өз праймерлерімізді қолдандық: F-5'-TGATCTTGGCTCTGGTTATGTTT-3' және R-5'-ACCTACTTACACCCACTCCAGGT-3', бұл праймер жұбын пайдалану бізге APAF1 генінің 243 ж.н. бөлігін амплификаттауға  мүмкіндік береді. BstC8I эндонуклеазамен кесілетін екі сайт рестрикциясы бар: GCA/AGC және GCA/GGC APAF1 генінің 243 ж.н. бөлігі бейнелген; кесілу нәтижесінде 176 ж.н., 12 ж.н. және 55 ж.н. бөліктер түзіледі, бұлардан 176 ж.н және  55 ж.н.  бөліктері  электроферограммада айқын байқалады.
HH1 гаплотип локусы бойынша сиырларды генотиптеу үшін ПТР жүргізу шарттары: бірінші саты ДНҚ денатурациясы - ​​94 °C температурада - 5 минут, екінші саты денатурация - ​​94 ° C - 45 секундта, праймердің жабысу температурасы: тура және кері праймерлер 60,01 °C және 60,21 °C, сәйкесінше және элонгация  72 °C температурада 45 сек. Соңғы синтез 72°C ұзақтығы 2 мин. Реакция қоспасының көлемі 25 мкл болды және келесі құрамға ие: 2,5 мкл 10X ПТР буфері, 1,5 мкл 25 мМ MgCl2, 1,0 мкл 25 мкМ тура және кері праймерлер, əрбірінің концентрациясы 0,2 мМ 4 мкл-ден dNTP қоспасы, белсенділігі 5u/μl 0,5 мкл Taq Polymerase ферменті, 3 мкл ДНҚ үлгісі және 11,5 мкл бидистилденген деионизирленген су (кесте 1).
APAF1 генінің ақпарат беретін 63150400 C→T бөлігінің амплификацияға ұшыраған фрагменті, геннің және BstC8I эндонуклеазасының сайт рестрикциялары, қызыл түспен праймерлерге сәйкес бөліктері және сайт рестрикциялары көрсетілген, фрагмент ұзындығы 243 ж.н.  Амплификаттың 186-191 позициясындағы кесу орны барлық жануарлар үшін ортақ, 174-179 позициясындағы кесу орны мутация тасымалдаушыларын анықтауға мүмкіндік беретіндіктен, ақпараттық болып табылады [210].  
TGATCTTGGCTCTGGTTATGTTTCTAAGCAATTCCATTTTGTTCATAGGATGGTATAGACTGTGAGAATTTCCAGGAGTTTTTATCTTTAAATGGACATCTTCTTGGACGACAGCCATTTCCTAATATTGTGCAACTGGGCCTCTGTGAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCGGC/AGCATAAGCTGCA/GGCCAAGCAGGAGGTCGATAACGGAATGCTTTACCTGGAGTGGGTGTAAGTAGGT

Кесте 1 – ДНҚ тестілеу жасауға қажет  ПТР компоненттері  және олардың концентрациясы, мөлшері
	Компоненттер атауы 
	Қажетті көлемі, мкл

	10х TaqBuffer KCL
	2,5

	dNTP қоспасы (25 мМ) 
	2,0

	 Тура праймер 1  (10  pM)
	1,0

	 Кері праймер 2 (10 pM)
	1,0

	Taq DNA Polymerase (recombinant) 5U/μl 
	0,2

	25 mM MgCl2
	1,5

	Деионизирленген бидистилденген су
	15,8

	ДНҚ үлгісінің орташа  концентрациясы  130 ng/µl
	3,0

	Реакциялық қоспаның  көлемі 
	25,0



APAF1 генінің аллельдерінің мутантты және жабайы түрлерін анықтау үшін тура және кері праймерлердің (сыртқы және ішкі) реттілігін анықтауға мүмкіндік беретін  Primer 1 бағдарламасы (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html) пайдаланылды. 

Кесте  2- Ұрықтанғыштық HH1 гаплотипі локусы бойынша генотиптеу үшін праймерлер тізбектерін Primer 1 бағдарламасының көмегімен дизайн жасау.
	
HH1 гаплотипі үшін ішкі және сыртқы праймерлердің тізбектері
	Melting temperature

	Forward inner primer (C allele):                
1398 GAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCTGC 1425
	64 (59) °C


	Reverse inner primer (T allele):
1445 CTTGGCCTGCAGCTTAGCGTA 1425                         
	64 (59) °C

	Forward outer primer (5' - 3'):
1242 AAAAATGTCTGATCTTGGCTCTGGTT 1267                    
	64 (59) °C

	Reverse outer primer (5' - 3'):
1682 TAGGCAAGCACCTATTTCAATGGAC 1658                     
	64 (59) °C

	Product size for C allele: 
Product size for T allele: 
Product size of two outer primers: 
	286 bp
204 bp
441 bp


Сыртқы праймерлерді қолдану қажетті ген фрагментін амплификаттауға мүмкіндік береді. Гендердің жабайы немесе мутант типті аллельдерін анықтау ішкі праймерлер көмегімен ген фрагментін амплификаттауға негізделген, оның соңғы нуклеотиді қажетті нуклеотидке сәйкес келеді. ҚазҰАЗУ ғалымдары HH1 және HH3 гаплотиптерінің тасымалдаушыларын диагностикалау үшін праймерлердің екі жұбын таңдадық (3-кесте) және T-ARMS- PCR шарттарын және ПТР буферінің құрамын оңтайландырдық [211].
Ұрықтанғыштық HH1 гаплотипі локусы бойынша ДНҚ үлгілерін  T-ARMS-PCR  амплификация жасау шарттары: бірінші саты ДНҚ денатурациясы - ​​95 °C температурада - 5 минут, екінші саты денатурация - ​​94 ° C - 30 секундта, праймердің жабысу температурасы: тура және кері праймерлер 59,0 ұзақтығы 30 сек және элонгация  72 °C температурада 30 сек. Соңғы синтез 72°C ұзақтығы 7 мин.

2.1.3 HH3 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша сиырлардың ДНҚ үлгілерін ПТР генотиптеу 

Біздің эксперименттерімізде HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін оңтайландырылған  SMC2 генінің экзондық бөлігіне арналған өз праймерлерімізді қолдандық: F5'- TTAGTGGCTCTGTCATTAATCCTG -3' және R5'-ATACTGACCATTACTAAAGAATAG-3' (сыртқы праймерлер, outer primers sequences), сонымен бірге ішкі праймерлер тізбектері: тура F5'- TGGACATATGCTACGTACTCATTCC-3' және кері R5'-TTGGTTCTTACCTGAGAATGTGTGA-3'.  SMC2 генінің амплтификацияға ұшыраған бөлігінің ДНҚ тізбектері,  сыртқы, ішкі тура және кері праймерлердің орналасуы:  

TTAGTGGCTCTGTCATTAATCCTGTCCATGCTCCTTTTCAAACCTGCCCCAATCTACATCCTGGATGAGGTCGATGCAGCCCTGGATCTTTCTCATACTCAGAATATTGGACATATGCTACGTACTCATTTCACACATTCTCAGGTAAGAACCAAAAAGAGCCTCAGAATAGTTCTAGGATTTGTTTTTCTAAAACTATTCTTTAGTAATGGTCAGTATATATAAGGAATTTAGGATTGAAGAATACCAAGGTGTTGTATAT

Ұрықтанғыштық HH3 гаплотипі локусы бойынша ДНҚ үлгілерін  T-ARMS-PCR  амплификация жасау шарттары: бірінші саты ДНҚ денатурациясы - ​​95 °C температурада - 5 минут, екінші саты денатурация - ​​94 ° C - 30 секундта, праймердің жабысу температурасы: тура және кері праймерлер 54,0 ұзақтығы 30 сек және элонгация  72 °C температурада 30 сек. Соңғы синтез 72°C ұзақтығы 7 мин.


Кесте  3- Ұрықтанғыштық HH3 гаплотипі локусы бойынша генотиптеу үшін праймерлер тізбектерін Primer 1 бағдарламасының көмегімен дизайн жасау.
	HH3 гаплотипі  үшін ішкі және сыртқы праймерлердің тізбектері
	Melting temperature

	Forward inner primer (T allele):                
885 TTGGACATATGCTACGTACTCAGTT 909                     
	59 (54) °C

	Reverse inner primer (C allele):
930 GTTCTTACCTGAGAATGTGGGG 909                         
	
59 (54) °C

	Forward outer primer (5' - 3'):
773 AGGTCTTTAGTGGCTCTGTCATTAAT 798                   
	
59 (54) °C

	Reverse outer primer (5' - 3'):
1125 TTGTAATTCCAGGCTCTTTCTTTAA 1101                     
	59 (54) °C 

	Product size for T allele: 
Product size for C allele: 
Product size of two outer primers: 
	242 bp
158 bp
353 bp




2.1.4 Голштеин тұқымдас сиырларының ДНҚ үлгілерін HH4 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша ПТР-РФҰП әдісімен генотиптеу  

Сиырларды HH4 гаплотипін (GART гені) генотиптеу үшін біз тура және кері праймерлерді жобалау үшін таңдалған ДНҚ аймақтарын талдаған Primer 3 негізгі бағдарламасын қолдандық. Праймерлерді таңдаудың негізгі шарттары келесі көрсеткіштер болды: ПТР өнімінің ұзындығы, амплификатталатын бөлікте Tru9I рестриктазасы үшін шектеу аймағының (T/TAA) болуы және ПТР өнімінің бөліктерінің Tru9I эндонуклеазамен рестрикциялағаннан кейінгі ұзындығы. Primer 3 компьютерлік бағдарламасын пайдаланып, праймер тізбегі таңдалды: тура F 5' - TTTAATGAAGGTGTCCTCTATGC - 3' және кері R 5' - TTTCAAGGCTGAAAATCCTAAG - 3'. Осы жұп праймерлерді қолдану нәтижесінде біз GART генінің 151 ж.н. ұзындықтағы амплификатын алдық.

TTTAATGAAGGTGTCCTCTATGCTGGTATAATGCTGACCAAGAACGGCCCCAAAGTTCTGGAATTTAATTGCCGTTTCGGTGATCCAGAGTGCCAAGTGAGTAAAAAAAGATGCGTGCTATTTTAATCTTAGGATTTTTCAGCCTTGAAAT
GART генін амплификаттауының жүргізілуі: бастапқы ДНҚ денатурациясы 94°C температурада – 5 минут, екінші қадам – денатурация 95°C – 30 секунд, праймердің жабысу температурасы: тура және кері праймерлер үшін 57,48°С және 58,97 °C, тиісінше және 72 ° C температурада ұзарту 30 сек, циклдар саны 35. Реакциялық қоспаның көлемі 25 мкл құрамы: 2,5 мкл 10 X ПТР буфері, 1,5 мкл 25 мМ MgCl2, 1,0 мкл 25 мкМ тура және кері праймер, әрбір dNTP концентрациясының 0,2 мМ 4 мкл-і, 5u/μl  белсенділігі бар 0,5 мкл Taq Polymerase ферменті, 3 мкл ДНҚ және 11,5 мкл дистильденген су.

2.1.5 HCD ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша, APOB генінің экзондық бөлігіндегі инсерцияны детекция жасау 

Сиырларда HCD ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша, холестериннің жетіспеушілігі генетикалық кемтарлығын балау үшін APOB гені– жабайы типтегі аллельдерді үшін тура праймер - F - 5' – GGTGACCATCCTCTCTCTGC - 3', мутация тасымалдаушылары үшін тура праймер F -5' –CACCTTCCGCTATTCGAGAG -3'  және кері праймер R - 5' – AGTGGAACCCAGCTCCATTA - 3' праймерлерді қолданады. APOB генінің  дені сау гомозиготалы жануарларда ПТР кезінде амплификацияға ұшырайтын бөлігі, ұзындығы 249 ж.н.:
GGTGACCATCCTCTCTCTGCACCAGGTACGACCTCAAGCTGGCTGTTCCTGAAGGCAAGCAAGTTCTACTTTACCCAGAGAAAGAAGAGCCTAAACACATCCTCAACATCAAGAGGGGCATCATCTCTGCCCTCCTGCTTCCCCCAGAAACAGAAGAGGCTAAGCAAGTGTTATTTCTGGTGAGAATTTTAAAAGCTGATAATAGTGGTCCTTTGAACTCCTCTTCATATAATGGAGCTGGGTTCCACT
Голштеин тұқымдас ірі қара малында HCD гаплотип локусы бойынша (APOB гені) ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін ПТР жүргізу шарттары: бірінші саты ДНҚ денатурациясы - ​​95 °C температурада - 3 минут, екінші саты денатурация - ​​95 ° C - 30 секундта, праймердің жабысу температурасы 60  °C және элонгация  72 °C температурада 30 сек. Соңғы аяқтаушы синтез 72°C температурада, ұзақтығы 2 мин. 

2.1.6 ДНҚ үлгілерін HH5 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша, TFB1M генінің экзондық бөлігіндегі 138 347 ж.н. делецияны идентификациялау 

HH5 гаплотипі 138 347 ж.н. көлемінде TFB1M генінің кодтау бөлігінде делеция нәтижесінде пайда болған. Бастапқыда HH5 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін авторлар ұсынған әдісті пайдаландық. Қажетті праймерлер тізбектері: F – WD: CAGCATCCAGAAGCATCATTGTAAA, F – MT: CAGAAGCATCATKGTAATTGTAATCAT,  R – R-WD: AAGGCAGCTGTCAAATTTATTGTTGTTT  және R-MT: CTATGAATTTTGTGAATGGTATGGTGTA [82, б.620]. Амплификация жабайы және мутантты аллель түрлеріне арналған праймерлері бар екі түтікте қатар жүргізілді, алынған амплификат ұзындығы 90 ж.н. ПТР жүргізу шарттары: бірінші саты ДНҚ денатурациясы - 95 °C температурада - 4 минут, екінші саты денатурация - 94 ° C - 30 секундта, праймердің жабысу температурасы 58,0 °C -30 сек және элонгация  72 °C температурада 30 сек. Соңғы аяқтаушы синтез 72°C температурада, ұзақтығы 3 мин, циклдар саны 30.
Сиырларда HH5 ұрықтанғыштық гаплотипі кемтарлығын  тасымалдаушыларын анықтау үшін Ресей ғалымдары ұсынған праймерлерді қолдандық: F:  AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA, Wild R: CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT және Mutant R: TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT. 
TFB1M генінің экзондық бөлігіндегі 138 347 ж.н. делецияны анықтау үшін жүргізілген ПТР жүргізу шарттары: бірінші саты ДНҚ денатурациясы - 95 °C температурада - 4 минут, екінші саты денатурация - 94 ° C - 30 секундта, праймердің жабысу температурасы 58,0 °C және элонгация  72 °C температурада 30 сек. Соңғы аяқтаушы синтез 72°C температурада, ұзақтығы 3 мин, циклдар саны 30. HH5 гаплотипі бойынша гомозиготалы жануарларда тек ұзындығы 442 ж.н. амплификат пайда болады, ал  гетерозиготалы HH5C тасымалдаушыларда екі фрагмент, ұзындықтары 442 ж.н. және 256 ж.н. пайда болады. Соңғы әдіс бірінші әдіске қарағанда ақпараттылығы жоғары, өйткені ПТР өнімінің ұзындығы оңтайлы [42, б.10].

2.1.7 ДНҚ үлгілерін Brachyspina синдромының ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша, FANCI генінің экзондық бөлігіндегі 1299 bp делецияны балау

FANCI генінің бөлігін амплификаттау үшін: тура F - 5'-GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG-3' және кері R  - 5'-ATAAATAAATAAAGCAGGATGCTGAAA-3' праймерлерді қолдандық. Бұл синдромның ПТР балауының шарттары: реакция қоспасының көлемі 25 мкл, геномдық ДНҚ 100 нг, әрбір праймерден 1 мкм, 2,5 мкл 10 × ПТР буфері,  MgCl2, 4 мкл 2,5 мМ dNTP қоспасы және 1,5 U Taq полимераза ферменті. Бастапқы денатурация 94°С-та 5 мин, содан кейін қалған 35 цикл 94°C-та 30 сек, праймердің жабысуы температурасы 58°C-та 1 мин және элонгация  72°C-та 2,5 мин, соңғы синтезі 72°C-та 10 минут. Амплификаттаудың нәтижелері екі жолмен тексерілді: 0,8% агарозада көлденең электрофорез және 1,5% агароза. Агароздық гель концентрациясы ең алдымен ПТР өнімінің мөлшеріне байланысты екені белгілі, сондықтан мөлшері 3738 ж.н. амплификатты көру үшін 0,8% агарозды гель (сурет 1), ал 409 ж.н. амплификат үшін 1,5% агарозды гель (сурет 2) қолданылды [212, 213].
Ірі қара малындағы FANCI генінің амплификация жасалатын, делецияға  ұшырауы мүмкін фрагменті, дені сау гомозиготалы жануарларда 3738 ж.н. амплификат алынады, ал гетерозиготалы тасымалдаушы жануаларда 3738 ж.н. және 409 ж.н. тұратын фрагменттер пайда болады:

GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTGTATGTAGAATCTTCTAAGATCAGGGATCAAACCCAGGTCTCCTGATTGGTAGGTGGATTCTTTACCACTAAGCCTCCAGGGATGCCCAGAATTTAAACTCTGATACACTGTTGACATAAATGTAAAATGGTGCAGCCACTTTGGAAAATAATTTGTCAGTTTCTTAAAAAGTTAAGCACACACCTATCTTACGGTACACCCATTCCACTCTTAGGTATTTACCTAAAAGAAATGAAAGCAGATGTTTTTATAAAAGTTTGTATATAGTAGTTTTACCTGTAATAGCAAAATCTGGAAACAACCTAAAGATGATAAATCGGTGACTATGCAATCTGTGGCGTATTCATACCCTGGAATACTGCTCAGCAGTGAAATGCGACAGGCTGCCAGTACGTGCAACAACAGACGTGAACCTCAGAGCTACATGCTGTTAGCAAAGCCGGACTTCAAAAGCTACAGAATGAATGATACCATTCTTATATGATAGTTTGTGAATTGTAAAACCGCTGGGACAGGAAACAGATCGGTGGTTGCCTGGGAAATCAAAGAGAAAGAACTGACTGCAAAGGAGCACATGAGAACTTTTGGGGTGATGGAAATACCTAGATTGAGGGGGATGAGTACACAACTGTGGAAGTGAGTCAGCAGAGCCATACAGTTACAGGATGGGAATTTTACTGTATGTAAATTGTATCTCAGTGAACTTGACTTTAAAAATCACTT
TTCCCCAGGGTCTTGCTTTGGAGATACACTTCAATCCCTACCTCAGTGGAAGAGTCGGGAAAGAGAGAGAAAGGAAAGAACATCTCGCTGCTGTGCTTGGAGGGCATACAGAAGATACTCAGTGCCGTGCAGCAGTTCTACCAGCCCAAGTGTCATCAGTTTCTCAAGGCTCTGGGTGGGCATTTCAGTTTTGATAACTTGGCTCGATCTGAGTTTCTCTTTCTCAACCAAACCTCTCAATTCCAGTTGTTAGCCCAGCAGAGGACACCTGCGAAGAGTCCCAGTGTGGCTAAGGAGTGACATCTAGTGGATTCAGAATCGGCACTTACTGGATTCCATTTAACCACAGA
TGGGACTGGGAAACTGAATATAGCCTTAAGAAGCTGCTGAATGTTAGGAATATAATTAAAGCTGCCTCCAGGCTTTTTTGGCCTCCTAAAATTTTAGCTTGGCAAAAAAAAAATAACCAAGCCCCTTTCAAAGCAGATAGCGTTCTTTTCCTTTTCCTAGATGCCACAGATAAGGAGGAAGAAGAGGAGGAAGTCAGTGTCAGTGAGAGAGCAGCTTTCCAGATCCGTCAGTTTCAGGTGAGACACCTAGGAGACTGCTGTGAGGGTCCTCAGAAAGGGACTGTTACCAGGCCAGCTGGGAACAGGCAGACCGTCCACAAGTAGGACAGCAGTTTTTCCTGGGTCATCATTCAAGCAACTTGACAGCTCTGAGAATGAAAGGTAATGCATTTAAAAGCATCATTCAAGGAAGGATGTGTGTCAAGCCACCCCAATCTACAGCACTCATTGCCTCTAAGAATCACTGAGCTGATATTATACAAAGAGCTGGCCAGGAGCCCACTCGTGCAGGGAGTGTAACTTGGCTTTGTCTGTCAGATGGTTCTAACCACTAGCTGTCACGTATCAGGATCTTTTATCCCAGAGGATTTCTTTAATGTTCGTATCATGTGCCAGGAACTGTTCAGGTGCTGAAGTTCTAGCAAGAAATAAGAGACAAAACCCTACCCTCACATAGCTTACATAGTGGGAAGAGACTGACGGACCAAAGACAGTGTTTTGGGTGGTGAGAGAGGAACAAAGAAAAAGGAAATGGACAGTGTGTAGGGAATGCCAGTGCTGGGGTATGGTCTAGCCCTCAGGTCAGTGAATGGGCCTCAGGAAGTTGTGAACCACCCAGGCGATCAGTGGTTGGGACACAGCACTTTCATTGGGCCCGTGTTCTGTCCCTTGTTAGGGAACTAAGATCCCACAAGCTGTGTGGTGCAGCCTAAAATAAACAAAACTGGGTGCACAGTTCATTCCTAATGTACATGTGGCAGGGGTTTGAGGAGTCCATAGCGCTCAAGAGAACACTCAGACGTCTGATCACAAAAGGGTAGGAGACTACCTGCTCAATCCAGGTCTTATTTCCAGATTTTATCCTCTTGGATTTTTGGTATTTTTGAGTCATTTCTGTCCCAGCCTTAGGAATCTCTGGCTGGATGTCTCTTCTCTTTGCTAGTATCATGTCTGCTAATGTTTCTGTGTGTCCTTTCTCAGAGGTCCTTGTTGAATTTACTTAGCAGCCAAGAGGAAGACTTTAAGAGCAAAGAAGCCCTGCTTCTGGCCACTGTTCTCACCAGCTTGTCCAAGCTGCTGAAGCCCATCTCTGCTGAGGTATGAGCACCAATCAGTCCCACTCTGCATCCCCCAGAAGGCCAGAATACTACATCTTACAGTGTACAACTAAATGTCCTCTT
GAAATCTGGCTTATTTAAAATCATGTATCCAGTTATGCTCCTGAATTAATATAAGATCTGTAAGATGTACCTCCACCCACCCCTGCCCCGTACATAGTGTTTCTACCATGACGTAGTTAACTGCTTTTGTTTATTTGGCCACTGTCAAGGGTAAACAATAAGCACTGTAAAAAAAAAAAAAAGTCTTGTTTATCTGTGGGGCCTTCAACCTTCTTGTGTTTCCCTACCCCCTTCTAAGATGAAAGTATGTTAATTATCAAGGTAGCTGACATTCAGCAGTTAACCTTCTCATCAAAATTAGCTGATTCTGAGTTTGGGGGATATTCAACAAAAGGTGATAAGTCAGAAAGCATAATTATAGTCCTAAAAGAGAATCTGTTCTACCCAGATAGATTTTAGGTATATGTGCTTGGGTTTGCACATGTACACGAAGAATATATGTACCCACATGAGCATTCACACATGTGCAATAAGAGAAGCCATATTCTGTGGGTTTGTTCCATTCAGGAGTAATTTCCCTAAAGGATGATAAAGAGAGTTCTTGAGACTAGGGCTGTGTGGTCCTCCCACATCTATTTCCTGACCTGTGGGGAGACAAGTTGAGAGTGCTGAGGTGCAGGCCTCCTTGTGTAAGCCCTTGCTTTTAGGAAGAGCTAGCCAGACTATAGCCTGGAATGTTACGACATTTGAGCACTGAAAAAGCAAACTTCATTTTCTTGTTGTCTTAGTTCCAGGTAGCCCAAAGAAAATCCCCATTGCTACTTATTTCATCCTAGATCGGAACAACGCATCCCACTTTACTTTCAGCTTCATTCTTTCATATTGCTACTTTTGCTGCAAGGAGCCCAAGACTAGGAAAGAAACACAGGGAATTGGAACATGGGGACAGTTGAAGGAAAATAGATTTGGAAAGGCTAATATAAAGAAGAAATTTTTAAAATTTTACCACCCCCTCATAATTTCGGGTAGTGTGTCTAAAATTTTTAATTTAACTTTGAATGGGTAATAAAGTTCAATGATTTGAAAACCAGACATTATAAAAAAATTTGCAGGAAATGGTCACCTTTCTATCCGTGTCCTCCATCTGTTCAGTTCTTCTCCCCCAGTAGCTAAATATCTTTTAGTGTCTTGTGTAAAGAATTCTTTTATTCCTGTACAGCAATATGAATATAGCTTCTTATGCTCAACCCTACCCTCTTCACACAAAAGCTTTTTCAGCATCCTGCTTTATTTATTTAT

Brachyspina синдромының гетерозиготалы тасымалдаушыларын анықтауға сонымен бірге келесі праймерлерді қолдандық: F - 5'- GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG-3',  F - 5'- CGCATCCCACTTTACTTTC-3'   және R - 5'- AAGCAGGATGCTGAAAAAGC-3',  гомозиготалы дені сау сиырларда 442 ж.н., гетерозиготалы тасымалдаушы сиырларда 442 ж.н. және 398 ж.н. фрагменттер түзіледі. Бастапқы денатурация 94°С-та 5 мин, содан кейін қалған 35 цикл 94°C-та 30 сек, праймердің жабысуы температурасы 55°C-та 30 сек және элонгация  72°C-та 30 сек, соңғы синтезі 72°C-та 5  минут [82, б.621].

2.2 Сиырларда ерте мерзімде буаздықты және эмбрионалдық өлімді қан сары суы құрамындағы PAG ақзатының концентрациясын өлшеу арқылы анықтау

          Зерттеу материалы ретінде Алматы облысы, Қарасай ауданы,  «Медеу Коммерц» шаруашылығындағы 68 бас сиырлардан алынған қан үлгілері қолданылды. Қан сары суы құрамындағы PAG (pregnancy-associated glycoproteins) мөлшерін анықтау жұмыстары Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университеті «Акушерлік, хирургия және өсіп-өну  биотехнологиясы» кафедрасының зертханасында ELx808 (микропланшетті ридер) иммунноферменттік  анализаторының көмегімен, «Bovine Pregnancy Test Kit» жиынтығын қолдана отырып жүргізілді. Жиынтық құрамына келесі компоненттер кіреді: пластина  анти-PAG-антиденесімен, оң бақылау, теріс бақылау, коньюгат, үлгіні сұйылтқыш, субстрат ТМБ, N.3 тоқтататын реагент, жууға арналған концентрат, детектор.
       
[image: ]

Сурет 2- Зертхана жағдайында ELx808 (микропланшетті ридер) иммунноферменттік  талдау қондырғысының көмегімен қан сарысуындағы PAG  протеинінің мөлшерін анықтау

       Иммунноферменттік талдау Американың «IDEXX» компаниясы өндіретін  «Bovine Pregnancy Test Kit» коммерциялық жиынтығын пайдалану нұсқасына сәйкес жүргізілді. Қолдану нұсқауына сәйкес, ИФТ әдісімен сиырларда буаздықты қолдан ұрықтандырғаннан кейін 28 тәуліктен бастап анықтауға болады, сиырлар буаз болған жағдайда  PAG  сандық көрсеткіші 0,300 о.т. және одан жоғары болады. 
          Сиырларға қолдан ұрықтандырудан кейін 60 күні ректалдық зерттеу әдісімен буаздыққа балау жүргізілді. Сиырлар алдында ИФТ әдісімен буаздыққа тексерілген, 60  күннен кейін тік ішек арқылы зерттеу барысында сиырлардың физиологиялық жағдайы анықталды, сиыр буаз немесе буаз емес. Буаз сиырларда ректалдық тексеру кезінде төл орналасқан жатыр тармағында флуктуация байқалды, жатыр тармақтарында ассиметрия болды, төл орналасқан жатыр тармағы көлемі ұлғайған, керісінше, буаз емес сиырларда жатыр толықтай жамбас қуысында орналасқан немесе құрсақ қуысына салбырап тұрған, жақсы жиырылады, массаж жасауға жиырылумен жауап береді. 




2.3 Сиырлардың ұрықтану қабілетін анықтауға смартфонға арналған BCS COWDITION бағдарламсын пайдалану

Алматы облысы Қарасай ауданындағы «Медеу Коммерц» шаруашылығында эспериментальды тәжірибелік жұмыстарға голштеин тұқымдас сиырлардың шетелдік селекциясынан тәжірибелік және бақылау топтары құрылды. Сиырлардың жағдайын бағалау Германияның Bayer BCS COWDITION компаниясының қосымшасы арқылы жүргізілді. Сиырлардың семіздігін бағалау тәртібі, біріншіден, https://www.dairyaustralia.com.au/BCS   сілтемесі бойынша BCS Cowdition смартфон қосымшасын жүктеп алынды. Біз оны ашамыз және смартфонның дисплейінде сиырдың сұлбасы пайда болады (3а, 3ә-сурет) және сиырды суретке түсіреміз. Малдың жасы мен тұқымы туралы ақпаратты алдын ала енгізіңіз. Осы ақпаратты ескере отырып, қосымша бірден 5,0 баллдық шкала бойынша зерттеу нәтижелерін көрсетеді.
Зерттеу нәтижелері баллдық бағалаудың келесі сипаттамасымен анықталды: 
BCS = 1,5 балл болса сиыр тым арық, сүттілігі және ұрықтанғыштығы төмен. Бұл жағдайда омыртқа, қабырғалар, жамбас және аяқтарының сүйектері қатты шығып тұрады. Дененің жарты ұзындығында омыртқалардың көлденең қабырға өсінділері көрінеді, байламдар көрінеді. Құйрық түбірінің айналасындағы аймақ және құйымшақтағы саңылау (жамбас буыны) өте қатты ішіне кіріп тұрады. Құйрық түбірі мен аяқ-қолдардың арасында тері қатпарлары болады.
BCS = 2,0 балл. Сиыр өте арық, бұл сүт өнімділігінің төмен болуына және төлдеу қабілетінің нашарлауына әкеледі. Омыртқалардың тікенекті өсінділерінің ұштары дөңгелектенеді, бірақ олардың жоғарғы беті тек басқанда сезіледі. Дене ұзындығының жартысынан үштен біріне дейін омыртқалардың көлденең қабырға өсінділері көрінеді. Жамбас пен аяқ сүйектері шығып тұрады. Құйымшақ және сегізкөз байламдары анық көрінеді. Құйрық түбірі мен жамбас буындарының айналасы қуыстанады. Құйрық түбірінің арасында тері қатпарлары болады.
BCS = 2,5 балл. BCS Cowdition нұсқауларында қоңдылықтың 2,5 баллы қолайлы деп көрсетілген. Алайда бұл рұқсат етілген қоңдылықтың ең төменгі дәрежесі. Мұндай семіздік көрсеткіші бар сиырдың омыртқасы көрінеді, бірақ басқа сүйектері көрінбейді. Дене ұзындығының үштен бір бөлігінен төрттен біріне дейін омыртқалардың көлденең қабырға өсінділері көрінеді. Байланыстар оңай байқалады, бірақ олар BCS = 2.0 көрсеткішіндегі сияқты айқын емес. Құйрық түбірі мен жамбас буындарының айналасы қуыстанады.
BCS = 3,0 балл. Сиыр сау және жоғары өнімді болуы мүмкін. Бірақ егер ол 3,0 немесе одан төмен қоңдылықта бұзауласа, қажетті сүт мөлшерін өндіру үшін оның май қоры жеткіліксіз болады. Бұл көрсеткіштегі сиырларда көлденең қимадағы жамбас буындарындағы қуыс «U» және «V» әріптерінің арасындағы нәрсеге ұқсайды. Қоңдылық көрсеткіші 3,0 ұпайдан төмен малдарда бұл қуыс «V» әрпіне ұқсас. Омыртқалардың тікенекті өсінділерінің ұштарын байқауға болады, бірақ омыртқа дөңгелектенген. Байланыстарда май бар, бірақ олар бәрібір байқалады. Құйрық түбірінің айналасы қуыстанады, бірақ тері қатпарлары көрінбейді.
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Сурет 3, 4 -  BCS COWDITION смартфон қосымшасының көмегімен сиырлардың кондициясын анықтау техникасы, а- 1 позиция, ә-2 позиция

   BCS = 3,5 балл. Суалған буаз сиырлардың дене күйінің индексі 3,5 болуы керек. Мұндай сиырда тікенді және көлденең қабырғалық өсінділер аймағында май шөгінділерін сезінуге болады, құйрық түбірінің байламдары жартылай маймен жабылған және әрең көрінеді, жамбас және аяқ сүйектері дөңгелек, тікенекті өсінділер көрінбейді, жамбас буындары аздап шөгеді (1-сурет).
         BCS = 4,0 балл. Бұл күйдегі буаз сиырлар аз жемді аз жейді, лактацияның басында көп салмақ жоғалтады және мұндай малдарда зат алмасуы бұзылуы мүмкін. Сегізкөз байламдары мен құйрық түбірінің байламдары көрінбейді, құйымшақ түйнектері мен маклоктар арасындағы аймақтар маймен толтырылған. Көлденең қабырғалық  өсінділерінің ұштары көрінеді.
BCS = 5,0 балл. Сиыр тым семіз, мұндай малларда әдетте зат алмасу және ұрықтану проблемалары бар. Бірде-бір сүйек көрінбейді. Сүйектің барлық шығыңқы жерлері дөңгеленген. Жамбас буындарының аймағы, құйрықтың түбірі май басқан.  





































3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ

3.1 Сиырларды HH1, HH3, HH4, HH5, HCD, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеу нәтижелері

            ДНҚ үлгілерін генотиптеу жүргізу алдындағы маңызды саты, ол бөлініп алынған ДНҚ сапасын анықтау, оның концентрациясы мен тазарту дәрежесін зерттеу болып табылады. Барлығы зерттеуге 164 ДНҚ үлгілері қолданылды, олардың ең төменгі концентрациясы 34,8  ng/µl, ең жоғарғы концентрациясы 265,8 ng/µl, орташа көрсеткіші 130,02 ng/µl құрады (сурет 4). ПТР жүргізу үшін ДНҚ үлгілерінің оңтайлы концентрациясы 50-60 ng/µl, біз эксперименттік жұмыстарда амплификацияға көлемі 3,0 мкл ДНҚ үлгілерін алдық. 



Диаграмма 1- ДНҚ үлгілерінің ең төменгі, ең жоғарғы және орташа концентрациясы

ДНҚ тестілеуге қолданатын ДНҚ үлгілерінің сапасын сонымен бірге микроспектрофотометриялық талдау NanoDrop™ 2000 қондырғысының көмегімен өлшедік. Биологиялық матриалдардан, соның ішінде қатырылған қан үлгілерінен ДНҚ бөліп алу кезінде, бөліп алынған ДНҚ тазартылу дәрежесі бірінші кезекте бөліп алу әдісіне байланысты. Молекулярлық генетикада алынған ДНҚ үлгілерінде, оның сапасын, тазартылған дәрежесін анықтауға бір көрсеткішті қолданады, ол осы   NanoDrop™ 2000 қондырғысымен өлшеу кезінде А260 толқында өлшенген көрсеткіш пен  А280 толқында өлшенген көрсеткіштердің ара қатынасы. Молекулярлық генетикада осы қатынас 2,0 мәніне жақын немесе сол сандық мәнге тең болса, онда бөліп алынған ДНҚ сапасы жоғары екенін көрсетеді. Осы критерий арқылы алынған ДНҚ үлгілерінің сапасы, тазартылу дәрежесі туралы мәліметтер диаграммада (сурет 5) көрсетілген. Онда барлығы 164 үлгілердің, 93 ДНҚ үлгілерінде А260/280 қатынасы көрсеткіші жоғары болған, атап айтқанда 1,81 -2,0 аралығында, бұл дегеніміз жалпы үлгілердің 56,7%, ал бөліп алынған үлгілердің  71 ДНҚ үлгілерінде А260/280 қатынасы көрсеткіші орташа 1,61 мен  1,80 аралығында болған, осы үлгілердің пайыздық үлесі 43,3% құрайды. Эксперименттік жұмыста қатырылған қан үлгілерінен ДНҚ бөліп алуға классикалық фенолдық әдіс қолданылды, аталған әдіс қарапайым, бөліп алынған ДНҚ концентрациясы жоғары, көлемі үлкен, сапасы жоғары болады. Фенолдық әдістің өзіндік құны төмен, тек бір кемшілігі зерттеушінің денсаулығына зиянды.  



Диаграмма 2 - Генотиптеуге қолданылған ДНҚ үлгілерінің тазартылу дәрежесі,  А260/280 қатынасы

ДНҚ үлгілерін генотиптеу жұмыстарының алгоритмі келесі технологиялық сатыларға сәйкес жүргізіледі: биологиялық материалдар жинау, олардан ДНҚ бөліп алу, оның сапасын анықтау, қажетті ген локустарын анықтау, аталған ген құрамын, ген тізбектерін зерттеу, олардың интрондық немесе экзондық бөліктерінде орналасқан SNP полиморфизмдерді анықтау, нүктелік мутация, инсерция немесе делецияның ген құрамында орналасуын анықтау. Диссертациялық жұмыста осы мақсатта Американың NCBI сайтындағы ақпараттарды қолдана отырып, қажетті ген тізбектері туралы ақпараттарды зерттеп, сиырлардағы ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша НН1, НН3, НН4 ақпараттар талданды, нәтижелері кесте 3 берілген. Талдау көрсеткеніндей НН1 ұрықтанғыштық гаплотипі ірі қара малында 5 хромосомада орналасқан  APAF1 генінің экзондық бөлігінде орналасқан нүктелік мутацияның нәтижесі  (TATCGG[C/T]AAGCTA) болып табылады. НН3 ұрықтанғыштық гаплотипі сиырларда 8 хромосомада орналасқан SMC2 генінің құрамында орналақан нүктелік мутацияның (ACTCA[T/C]TTCA) нәтижесі болып табылады. Ал келесі НН4 ұрықтанғыштық гаплотипінің пайда болу себебі  1 хромосомада орналасқан GART генінің экзондық бөлігіндегі  нүктелік мутация (GATTTA[A/C]TTGCCG). Кесте 4 сонымен қатар осы нүктелік мутацияны идентификация жасайтын сәйкес рестриктазалар, олардың тану сайттары берілген.

Кесте 4- Голштеин тұқымдас сиырларында кездесетін HH1, HH3, HH4 ұрықтанғыштық гаплотиптеріндегі гендердің қысқаша атаулары мен нүктелік мутациялардың орналасуы  
	Гаплотип атауы 
	Геннің атауы мен орналасуы 
	
Нүктелік мутацияның орналасуы 
	Рестриктаза, оның тану сайты

	НН1
	APAF1
5 хромосома 
	TCCTCTGTGAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCGG[C/T]AAGCTAAGCTGCAGGCCAAGCAGGAGGT
	BstC8I GCN↑NGC

	НН3
	SMC2
8 хромосома
	GCCCTGGATCTTTCTCATACTCAGAATATTGGACATATGCTACGTACTCA[T/C]TTCACACATTCTCAGGTAAGAACCAAAA
	SspMI
C↑TAG

	НН4
	GART
1 хромосома
	GGTGTCCTCTATGCTGGTATAATGCTGACCAAGAACGGCCCCAAAGTTCTGGAATTTA[A/C]TTGCCGTTTCGGTGATCCAGAGTGCCAA
	Tru9I 
T↑TAA



            Диссертациялық жұмыста бірінші рет генотиптеу НН1 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша жүргізілді, амплификация жасау үшін  өзіміз Primer 3 бағдарламасының көмегімен дизайн жасаған   праймерлерімізді пайдаландық: 
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Сурет 5- APAF1 генінің амплификатының электрофореграммасы, 3% агароза, ұзындығы 243 ж.н., 1-6 ұяшықтар, 7-14 ПТР өнімі, М – ДНҚ маркер pUC19/MspI
Тура F-5'-TGATCTTGGCTCTGGTTATGTTT-3' және кері R-5'-ACCTACTTACACCCACTCCAGGT-3', алынған ПТР өнімінің ұзындағы 243  ж.н., (сурет 6) APAF1 генінің жабайы (C) және мутантты (T) аллелдерін анықтауға BstC8I эндонуклеазасын қолдандық, оның сайт рестрикциясы GCN/NGC, мұндағы N - A, C, G немесе T нуклеотидтеріне сәйкес келеді, рестрикциядан кейін түзілетін фрагменттер: 188 ж.н., 176 ж.н., 12 ж.н. және 55 ж.н.,   гетерозиготалы тасымалдаушы сиырларда электроферограммада 188 ж.н., 176 ж.н., 12 ж.н. және 55 ж.н.,  ал дені сау гомозиготалы жануарларда 176 ж.н., 12 ж.н. және 55 ж.н. фрагменттері көрінеді.
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Сурет 6- BstC8I эндонуклеазамен рестрикцияланған APAF1 генінің амплификатының электрофореграммасы, 3% агароза, 1-2,4,8-9,12-14 ұяшықтар, дені сау гомозиготалы малдардың ДНҚ үлгілері, 176 ж.н., 55 ж.н. бөліктері, 3,5,10,11 ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушы үлгілер,  188 ж.н., 176 ж.н., 55 ж.н., М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI
   
Мұнда балауға маңызды фрагменттер, электрофореграммада 188 ж.н. және 176 ж.н. пайда болуы, егер үлгілер гомозиготалы жануарларда жабайы типті аллелдер болса, онда электрофореграммада тек кесіліп кеткен   176 ж.н. және 55 ж.н. тұратын фрагменттерді көреміз, электрофореграммада 55 ж.н. фрагмент әлсіз көрінеді. Балау кезінде электрофореграммаға мұхият талдау жасау маңызды, себебі амплификатты BstC8I рестриктазасымен кескеннен кейін осы 188 ж.н., 176 ж.н. фрагменттерінің пайда болуын дәл анықтау қажет (сурет 7).  Жалпы электрофореграммада 188 ж.н., 176 ж.н. және 55 ж.н. бөліктері анық көрінеді, өлшемінің кішілігіне  байланысты ұзындығы 12 ж.н. бөліктер көрінбейді. 
          Диссертациялық жұмыста НН1 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларына балау жасау үшін, оларға альтернативтік жолмен, T-ARMS-PCR  көмегімен балау жүргізілді, осы мақсатта қолданылған төрт праймерлердің, екі сыртқы және екі ішкі праймерлер тізбектерін анықтауға Primer 1 компьютерлік бағдарламасын қолдандық. Жұмыста қолданған сыртқы  тура Forward outer primer 5' - AAAAATGTCTGATCTTGGCTCTGGTT 3'  және кері Reverse outer primer (5' - TAGGCAAGCACCTATTTCAATGGAC 3' праймерлерді қолдану ұзындығы 441 ж.н. тұратын фрагмент алуға мүмкіндік береді, балауға маңызды емес. Ал, APAF1 генінің жабайы C аллелін анықтауға арналған ішкі тура  Forward inner primer (C allele):     GAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCTGC  және мутантты T аллелін анықтайтын ішкі кері праймер Reverse inner primer (T allele):  CTTGGCCTGCAGCTTAGCGTA праймерлері қолданылады.   ДНҚ үлгілерінде T-ARMS-PCR жүргізу нәтижесінде, егер үлгілер гомозиготалы дені сау жануарлар болса электрофореграммада ұзындығы 286 ж.н. тұратын фрагмент пайда болады, ал гетерозиготалы тасымалдаушыларда екі фрагмент 286 ж.н. 204 ж.н. (жабайы C аллелі 286 ж.н. және мутантты T аллелі 204 ж.н.) пайда болады (сурет 8).        
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Сурет 7- T-ARMS-PCR көмегімен APAF1 генінің жабайы С және мутантты Т аллелдерін идентификация жасау нәтижесі, 3% агароза, С аллеліне сәйкес фрагмент 286 ж.н., 1-5, 6-10 ұяшықтары, Т аллеліне сәйкес фрагмент 204 ж.н., 11-13 ұяшықтар,  М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI
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Сурет 8- ARMS-PCR көмегімен APAF1 генінің мутантты Т аллелдерін идентификация жасау нәтижесі, 3% агароза, Т аллеліне сәйкес фрагмент 204 ж.н., 1, 3-4, 6, 8-11 ұяшықтар гомозиготалы дені сау жануарлар,  2, 5, 7  ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушылар, М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI

Генотиптеу жұмыстары кезінде T-ARMS-PCR түрлі варианттарда қойылды, сурет 9, ДНҚ үлгілерін генотиптеуге тек бір жұп праймерлер қолданылды сыртқы тура праймер Forward outer primer (5' - 
AAAAATGTCTGATCTTGGCTCTGGTT 3' және ішкі кері праймер Reverse inner primer (T allele): CTTGGCCTGCAGCTTAGCGTA ,  нәтижесінде көлемі   204 ж.н. тұратын ПТР өнімі түзіледі және ол үлгінің гетерозиготалы тасымалдаушы екенін көрсетеді (сурет 9).                       
Сиырларда НН3 ұрықтанғыштық гаплотипі бойынша ДНҚ тестілеу үшін жұмыстар екі түрлі әдістеме қолданылды, Ресей ғалымдары ұсынған әдіс және сол әдістің оңтайландырылған түрі [21, б.195], [33, б.139]. Сыртқы праймерлерді қолдану SMC2 генінің  219 ж.н. тұратын бөлігін амплификация жасауға  мүмкіндік береді, мутантты және жабайы типтегі аллельдерді анықтау ішкі праймерлердің көмегімен жүзеге асырылады (жабайы типтегі аллель (T) үшін амплификаттау тікелей сыртқы және кері ішкі праймерлермен жүзеге асырылады, ПТР өнімінің ұзындығы 155  ж.н., мутантты аллель (C) түрі - амплификаттау кері сыртқы және ішкі тікелей праймерлермен жүреді, ПТР өнімінің өлшемі 112 ж.н.). HH3 гаплотипінің ПТР талдауының нәтижелері көлденең электрофорез арқылы тексерілді, ДНҚ бөліктері электрофореграммада дені сау гомозиготалы жануарларда  екі бөлік бейнеленді: 219 ж.н. және 155 ж.н., HH3 гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылары үш бөліктер: 219 ж.н., 155 ж.н. және 112 ж.н.  электрофреграммада көрінеді (сурет 10).
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Сурет 9- SMC2 генінің амплификатының электрофореграммасы,  3% агароза,  1,2,4,5,7,8,9,10 ұяшықтар гомозиготалы сау малдар (219 ж.н., 155 ж.н.), 3,10 ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушылар, (219 ж.н., 155 ж.н. және 112 ж.н.)  М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI

         Диссертациялық жұмыстың міндеттеріне сәйкес ДНҚ үлгілерін НН3 ұрықтанғыштық гаплотипі бойынша ДНҚ тестілеу жүргізу үшін T-ARMS-PCR қолданылды. Амплификация жасау үшін Primer 1 бағдарламасының көмегімен жасалған дизайн бойынша дайындалған сыртқы (Forward outer primer 5' - AGGTCTTTAGTGGCTCTGTCATTAAT 3', Reverse outer primer 5' - TTGTAATTCCAGGCTCTTTCTTTAA 3')                      және ішкі (Forward inner primer (T allele:  тура 5 TTGGACATATGCTACGTACTCAGTT және кері                       Reverse inner primer (C allele): кері  GTTCTTACCTGAGAATGTGGGG)                         праймерлер тізбектері пайдаланылды. Жалпы SMC2 генінің 353 ж.н. тұратын фрагментін синтездеу үшін сыртқы тура және кері праймерлер қолданылды, осы алынған 353 ж.н. тұратын бөліктің ақпараттық, балау жасауға маңызы жоқ (сурет 11). 
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Сурет 10- Гаплотип HH3 балау электрофореграммасы,  3% агароза,  1-10  ұяшықтар SMC2 генінің фрагменті, ұзындығы 353 ж.н.,  М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI
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Сурет 11- T-ARMS-PCR нәтижесі, SMC2 генінің жабайы T типіне тән амплификат электрофореграммасы,  4% агароза,  1-10 ұяшықтар гомозиготалы дені сау жануарлар 242 ж.н., М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI

Сиырларда HH3 ұрықтанғыштық гаплотипін T-ARMS-PCR көмегімен балау кезінде бүр жұп праймерлерді, ішкі тура және сыртқы кері праймерлерді қолдану жабайы типті,  T аллеліне тән фрагментті синтездеуге мүмкіндік береді, ұзындығы 242 ж.н. (сурет 12). Тәжірибенің келесі сатысында осы тәсілмен ДНҚ үлгілерінде гетерозиготалы тасымалдаушы жануарларды балауға T-ARMS-PCR көмегімен мутантты C аллелін амплификация жасауға мүмкіндік беретін праймерлер жұбын қолдандық, олар сыртқы тура праймер және ішкі кері праймерлер, нәтижесінде ұзындығы 158 ж.н. тұратын фрагменттер алдық (сурет 13). Жалпы T-ARMS-PCR көмегімен нүктелік мутация анықтаудың артықшылықтары, осы әдіс бойынша рестриктаза қолдану қажеттілігі жойылады, ол балау әдісінің өзіндіқ құнын төмендетеді, екіншіден ПТР балау әдісіне кететін зерттеу уақытысы қысқарады. Осы әдіспен балау кезіндегі ПТР жүргізу кезіндегі праймерлердің оңтайлы жабысу температурасы 54 °C құрады. 
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Сурет 12- T-ARMS-PCR нәтижесі, SMC2 генінің мутантты C аллеліне тән амплификат электрофореграммасы,  4% агароза,  1, 2-6 ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушы сиырлар 158 ж.н., М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI

Зерттеу тобындағы 164 бас голштеин тұқымдас сиырларында HH4 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларына балау жасау үшін өзіміз Primer 3 бағдарламасының көмегін дизайн жасаған тура F 5' - TTTAATGAAGGTGTCCTCTATGC - 3' және кері R 5' - TTTCAAGGCTGAAAATCCTAAG - 3' праймерлер тізбектерін қолдандық [210, б.237].  Осы қолданған жұп праймер GART генінің 151 ж.н. тұратын бөлігін амплификация жасауға мүмкіндік берді (сурет 14), ал бізге қажетті GART генінің экзондық бөлігінде орналасқан нүктелік мутацияны GGAATTTA[A/C]TTGCCGTT, A→C бір нуклеотидтің екінші нуклеотидке алмасуы, осы синтезделген фрагмент ішінде орналасқан. 
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Сурет 13- GART генінің клласикалық ПТР өнімінің электрофореграммасы, 3% агароза, амплификат ұзындығы 151 ж.н.,  М- ДНҚ маркер  pUC19/MspI.

Тәжірибе барысында осы орналасқан  нүктелік мутацияны, басқаша айтқанда GART генінің жабайы A аллелін және мутантты C аллелін индентификация жасау үшін екі керекті рестриктазаларды анықтадық, олар Tru9I, тану сайты T/TAA және MseI, сайт рестрикциясы - T/TAA. Үлгілер гомозиготалы дені сау жануарларға жатса, амплификат ішінде  Tru9I рестриктазасының тану сайты болып, фрагмент төрт бөліктерге  2 ж.н., 63 ж.н., 59 ж.н. және 27 ж.н. кесіліп кетеді, олардың ішінде электрофореграммада көрінетіндері: 63 ж.н., 59 ж.н. (сурет 15). Ал гетерозиготалы тасымалдаушыларда 2 ж.н., 63 ж.н., 59 ж.н., 27 ж.н. және  122 ж.н. бөліктері түзіледі. Айта кету керек 63 ж.н., 59 ж.н., 122 ж.н., 27 ж.н. бөліктері электроферограммада анық көрінеді [211].
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Сурет 14- GART генінің амплификатын Tru9I эндонуклеазасымен рестрикцияланған кейінгі электроферограммасы, 4% агароза, бөліктер 63 ж.н., 59 ж.н. және 27 ж.н., гомозиготалы дені сау жануарлар, M-ДНҚ маркер pUC19/MspI.
Зерттеу барысында HCD ұрықтанғыштық гаплотипін,  холестериннің жетіспеушілігі ақауын балау үшін APOB гені фрагменттерін келесі праймерлердің көмегімен: тура праймер - F - 5' – GGTGACCATCCTCTCTCTGC - 3', APOB генінің  жабайы аллелін анықтауға арналған, тура праймер F -5' –CACCTTCCGCTATTCGAGAG -3'  және кері праймер R - 5' – AGTGGAACCCAGCTCCATTA - 3' мутация тасымалдаушыларын балау үшін қолданылды [46, б.886]. 
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Сурет 15- APOB генінің амплификат электроферограммасы, 3% агароза, 1-2, 4-5, 7-11, 13-14  ұяшықтары теріс нәтиже, дені сау гомозиготалы жануарлар, фрагмент ұзындықтары 249 ж.н., 3, 6, 12 – ұяшықтар  HCD гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылары, бөлік ұзындықтары 436 ж.н., 249 ж.н., М- ДНҚ маркері  pUC19/MspI
HCD ұрықтанғыштығының гаплотипі ДНҚ-ның V-экзонындағы 1299 ж.н.  ұзындықтағы бөлігінің инсерциясы нәтижесінде пайда болғаны белгілі, сәйкесінше мутацияны тасымалдаушы малдарда полимераздық тізбек реакция нәтижесінде электрофореграммада қалыпты гомозиготалы жануарлармен салыстырғанда ұзындықтары  249 ж.н. және  436 ж.н. тұратын екі фрагмент, ал дені сау гомозиготалы жануарларда көлемі 249 ж.н. тұратын амплификат пайда болады (сурет 16).
Ірі қара малында HH 5 ұрықтанғыштық гаплотипі TFB1M генінің құрамындағы 138347 ж.н. тұратын делецияның нәтижесінде пайда болған, қазіргі таңда осы генетикалық кемтарлықты балау жасауға  2019 Қытай ғалымдары ойлап тапқан әдісті қолданады [82, б.620]. Қолданылған праймерлер тізбектері: F – WD: CAGCATCCAGAAGCATCATTGTAAA, F – MT: CAGAAGCATCATKGTAATTGTAATCAT,  R – R-WD: AAGGCAGCTGTCAAATTTATTGTTGTTT  және R-MT: CTATGAATTTTGTGAATGGTATGGTGTA [82, б.623]. Амплификация екі бөлек пробиркаларда жүргізілді, бірінші пробиркада жабайы тип аллелдеріне арналған тура және кері праймерлер, екінші бөлек пробиркаларда мутантты аллелдерді детекция жасауға арналған тура және кері праймерлер.
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Сурет 16- TFB1M генінің ампилификатының электроферограммасы, 4% агароза, үстіңгі қатар 1-5, 6-9 ұяшықтар дені сау гомозиготалы және гетерозиготалы тасымалдаушы сиырлар, 90 ж.н., төменгі, 2 қатар, 3-ұяшық HH5 гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушысы, бөлік  ұзындығы 90 ж.н. M-ДНҚ маркер pUC19/MspI
ПТР нәтижесінде бірінші тәжірибеде барлық ДНҚ үлгілерімен амплификация жүрып, нәтижесінде 90 ж.н. тұратын бөлік пайда болды, екінші пробиркаларда, мутантты аллелдерге арналған праймерлермен, тек гетерозиготалы тасымалдаушы сиырларда амплификация жүріп, нәтижесінде 90 ж.н. амплификат түзілді (сурет 17). 
Жоғарыда көрсетілген ПТР балау әдісінің басты кемшілігі алынған фрагменттің кішкентай ұзындығы, 90 ж.н. тұратын фрагментті тек 4% агароза гелінде мұхият тексеру нәтижесінде анықтауға болады, сонымен қатар HH 5 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін қатарынан бірдей ДНҚ үлгілерімен екі бөлек пробиркаларда ПТР қою қажет. 
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Сурет 17- TFB1M генінің амплификат электроферограммасы, 3% агароза,  1-7, 8-14  ұяшықтар дені ау гомозиготалы жануарлар, бөлік ұзындығы 442 ж.н.,  M-ДНҚ маркер pUC19/MspI

Сондықтан сиырларда HH5 ұрықтанғыштық гаплотипі кемтарлығының гетерозиготалы тасымалдаушыланын анықтау үшін келесі авторлар қолданған праймерлерді пайдаландық, праймерлер тізбектері: жалпы тура праймер F:  AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA, және кері жабайы типке арналған праймер R: CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT және мутантты аллелді детекция жасауға арналған  кері праймер R: TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT [42, б.9]. Жалпы тура праймер мен жабайы типке арналған кері праймерлерді пайдалану нәтижесінде, гомозиготалы дені сау сиырлардың ДНҚ үлгілерінде тек 442 ж.н. тұқратын амплификат түзіледі (сурет 18).
HH5 ұрықтанғыштық гаплотипі локусы бойынша гетерозиготалы тасымалдаушы үлгілерді индентификация жасау үшін жалпы тура праймерду және мутантты аллелді анықтауға арналған кері праймерлерді қолдандық, нәтижесінде гетерозиготалы үлгілерде ұзындықтары 256 ж.н. тұратын фрагменттер түзілді. Зерттеу барысында осы әдіс оңтайландырылып, әр түрлі варианттары қолданылды. Бірінші вариант бір реакциялық қоспаның құрамында үш праймерлер бар, ол осы бір амплификацияның нәтижесінде гетерозиготалы тасымалдаушы жануарларды анықтауға мүмкіндік береді. Екінші вариант, бөлек пробиркаларда, біріншісінде жалпы тура праймер және жабайы типке арналған кері праймер, екінші пробиркада жалпы тура праймер және мутантты типке арналған керә праймер. Осындай жағдайда бірінші пробиркада барлық үлгілерде амплификация жүріп, 442 ж.н. тұратын фрагмент пайда болады, ал екінші, бөлек пробиркаларда жүрген амплификация нәтижесінде тек, гетерозиготалы тасымалдаушы үлгілерде амплификация жүріп, нәтижесінде 256 ж.н. тұратын бөлік пайда болады және ол генетикалық кемтарлықты балауға мүмкіндік береді  (сурет 19) [213, б.188]. 

[image: C:\Users\user\Desktop\Красноярск 2022 конф\Айгерим диссер 2022\Электрфорграмма\Керек\Аламыз HH 5 256 bp 7-готова.tif]

Сурет 18- TFB1M генінің амплификат электроферограммасы, 4% агароза, 2,5,7 – ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушылар,  256 ж.н., 1, 3-4, 6, 8-13 ұяшықтар дені сау гомозиготалы жануарлар,  М- ДНҚ маркер pUC19/MspI

Зерттеу тобындағы сиырларға Брахиспина синдромына балау жасау екі түрлі әдістермен жүзеге асырылды. Аталған ұрықтанғыштық гаплотипі FANCI генінің құрамында 1299 ж.н. тұратын бөлігінің делецияға ұшырауы нәтижесінде пайда болды. Осы делециянв анықтау үшін:  тура F - 5'-GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG-3' және кері R  - 5'-ATAAATAAATAAAGCAGGATGCTGAAA-3' праймерлерді пайдаландық [42 , б. 10]. ПТР жүргізу нәтижесінде ДНҚ үлгілерінің гомозиготалы дені сау сиырларында электрофореграммада 3738 ж.н. тұратын фрагмент, ал гетерозиготалы тасымалдаушыларда   3738 ж.н. және 409 ж.н. тұратын фрагменттер түзіледі (сурет 20). 
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Сурет 19- FANCI генінің ПТР өнімінің электроферограммасы, амплификат ұзындықтары 3738 ж.н., 409 п.н., 13,4 - ұяшықтар гомозиготалы генотип, 2,5,6,7 - ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушылары, M-ДНҚ маркер pUC19/MspI
         Келесі электрофорегрммада (сурет 21) ДНҚ үлгілерінің амплификациядан кейін тек 409 ж.н. тұратын фрагменттері, 3% агарозалық гелде көрсетілген, себебі ПТР нәтижесінде алынған екі фрагменттер ұзындықтарының арасындағы айырмашылықтар үлкен,  3738 ж.н. және  409 ж.н. Сондықтан гетерозиготалы тасымалдаушыларды анықтау үшін ПТР нәтижесін агарозаның 3% гелінде горизонталдық электрофорезбен тексердік, егер 409 ж.н.фрагмент пайда болса, оны гетерозиготалы тасымалдаушы деп балау жасадық, бірақ бұл электрофореграммаларда 3738 ж.н. тұратын фрагменттер көрінбейді, ұзындықтары жоғары және агарозаның концентрациясы жоғары болуына байланысты (сурет 21) [212]. 

[image: C:\Users\user\Desktop\Красноярск 2022 конф\Айгерим диссер 2022\Электрфорграмма\Диссертацияга\BY носитель IM000002+409 готова.tif]

Сурет  20- FANCI генінің ПТР өнімінің электроферограммасы, 4,10 - ұяшықтар гетерозиготалы тасымалдаушылар, фрагмент ұзындығы  409 ж.н., M-ДНҚ маркер pUC19/MspI
Brachyspina синдромының гетерозиготалы тасымалдаушыларын анықтауға пайдаланған екінші әдіс, праймерлер: F - 5'- GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG-3',  F - 5'- CGCATCCCACTTTACTTTC-3'   және R - 5'- AAGCAGGATGCTGAAAAAGC-3',  FANCI генінің жабайы типі болған жағдайда 442 ж.н., гетерозиготалы тасымалдаушы сиырларада 442 ж.н. және 398 ж.н. фрагменттер түзіледі (сурет 21).

[image: C:\Users\user\Desktop\Красноярск 2022 конф\Айгерим диссер 2022\Электрфорграмма\Диссертацияга\BY 442 398 bp+готова.tif]

Сурет  21- FANCI генінің амплификаты, 3, 6, 13 – ұяшықтар  гетерозиготалы тасымалдаушы, бөліктер 442 ж.н., 398 ж.н., 1,2,4-5,7,10-12,14 -  ұяшықтар гомозиготалы дені сау сиырлар, 8,9- ұяшықтар теріс бақылаулар
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Кесте 5- Сиырлардағы HH1, HH3, HH4, HH5, HCD, BY ұрықтанғыштық гаплотиптерінің генетикалық құрылымы
	Негізгі параметрлері
	Жасырын генетикалық ауытқулардың атаулары  

	
	НН1 
	НН3 
	НН4 
	НН5
	НСD 
	BY

	Геннің аты  
	APAF1
	SMC2
	GART
	TFB1M
	APOB
	FANCI

	Геннің орналасу аймағы 
	Хромосома 5
	Хромосома 8
	Хромосома 1 
	Хромосома 9
	Хромосома 11
	Хромосома 21

	Геннің ұзындығы 
	89 175 ж.н.
	49 064  ж.н.
	26 281   ж.н.
	67 198 ж.н.
	36 999  ж.н.
	64 680 ж.н.

	Генетикалық ақаудың пайда болу себебі 
	Нүктелік мутация аймағы
63150400 С→T
	Нүктелік мутация аймағы
 F1135S
T→C
	Нүктелік мутация аймағы
(1277227) A→C 
(2490314)
G→A 
	 138 347 ж.н. ұзындықтағы ген құрамындағы делеция
	1299 ж.н. ұзындықтағы бөліктің 5 экзондағы инсерциясы 
	ген құрамындағы 3329 ж.н. ұзындықтағы делеция

	Амплификат ұзындығы 
	243 ж.н.
	219 ж.н., 155 ж.н., 112 ж.н.
	151 ж.н.
	442 ж.н., 256 ж.н.  
	249 п.н., 436 ж.н.
	3738 ж.н. 


	Гетерозиготалы тасымалдаушылардағы бөліктері 
	243 ж.н., 176 ж.н., 55 ж.н. 
	219 ж.н., 155 ж.н., 112 ж.н
	2 ж.н., 63 ж.н, 59 ж.н., 122 ж.н., 27 ж.н.
	442 ж.н., 256 ж.н.  
	249 ж.н., 436 ж.н.
	3738 ж.н., 
409 ж.н.

	Қолданылатын  эндонуклеаза және рестрикция сайты
	BstC8I
GCN↑NGC
	SspMI
C↑TAG
	Tru9I 
T↑TAA
	Қолданылмайды 
	Қолданылмайды
	Қолданылмайды

	Аталаған генетикалық ақауды  қай жылы және кім ашты 
	Adams et al. (2016)
	McClure et al.
(2014)
	Fritz et al.
 (2013)
	Schütz E. et al. (2016)
	J.B.Cole et al. (2016)
	J.S.  Agerholm 
et al. (2010) 



Кесте 6- Сиырларды HH1, HH3, HH4, HH5, HCD, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеуге қолданған праймерлер тізбектерінің  сипаттамасы
	Гапло
тип 
атауы
	Ген 
атауы 
	
Праймерлер тізбектері  5'→3'
	Праймердің 
	Тізбектер алынған дерек көзі

	
	
	
	Соңғы нук
леотиді
	Ұзындығы
	GC үлесі
%
	Жабысу темпера-
турасы 
	

	НН1
	APAF1
	F-TGATCTTGGCTCTGGTTATGTTT 
	T
	23
	39,13
	60,01 °C
	

	НН1
	APAF1
	R-ACCTACTTACACCCACTCCAGGT
	T
	23
	52,17
	60,21 °C
	

	НН1
	APAF1
	F-GAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCTGC
	C
	28
	42,85
	59,00 °C
	

	НН1
	APAF1
	R-CTTGGCCTGCAGCTTAGCGTA
	A
	21
	57,14
	59,00 °C
	

	НН1
	APAF1
	F-AAAAATGTCTGATCTTGGCTCTGGTT
	T
	26
	38,46
	59,00 °C
	

	НН1
	APAF1
	R-TAGGCAAGCACCTATTTCAATGGAC
	C
	25
	44,00
	59,00 °C
	

	НН3
	SMC2
	F- TTAGTGGCTCTGTCATTAATCCTG 
	G
	24
	41,66
	56,00 °С
	

	НН3
	SMC2
	R-ATACTGACCATTACTAAAGAATAG
	G
	24
	29,16
	56,00 °С
	

	НН3
	SMC2
	F- TGGACATATGCTACGTACTCATTCC
	C
	25
	44,00
	56,00 °С
	

	НН3
	SMC2
	R-TTGGTTCTTACCTGAGAATGTGTGA
	A
	25
	40,00
	56,00 °С
	

	НН4
	GART
	F- TTTAATGAAGGTGTCCTCTATGC 
	C
	23
	39,13
	59,00 °С
	

	НН4
	GART
	R- TTTCAAGGCTGAAAATCCTAAG
	G
	22
	36,36
	59,00 °С
	

	НН5
	TFB1M
	F- WD CAGCATCCAGAAGCATCATTGTAAA 
	A
	25
	40,00
	58,00 °С
	

	НН5
	TFB1M
	F-MT-AGAAGCATCATKGTAATTGTAATCAT
	T
	26
	26,92
	58,00 °С
	

	НН5
	TFB1M
	R-WD- AAGGCAGCTGTCAAATTTATTGTTGTTT 
	T
	28
	32,14
	58,00 °С
	

	НН5
	TFB1M
	R-MT- CTATGAATTTTGTGAATGGTATGGTGTA
	A
	28
	32,14
	58,00 °С
	

	НН5
	TFB1M
	F-  AGATATGCTAAAGTTTACCTAGAAGAA  
	A  
	27
	29,62
	58,00 °С
	

	НН5
	TFB1M
	R Wild-  CTGAAGCTCCATTCTGAGTCAT
	T
	22
	45,45
	58,00 °С
	

	НН5
	TFB1M
	R Mutant - TGCTCTATGAATTTTGTGAATGGT
	T
	24
	33,33
	58,00 °С
	

	НСD
	APOB
	F - GGTGACCATCCTCTCTCTGC
	C
	20
	60,00
	60,00 °С
	

	НСD
	APOB
	F -CACCTTCCGCTATTCGAGAG   
	G
	20
	55,00
	60,00 °С
	

	НСD
	APOB
	R - AGTGGAACCCAGCTCCATTA
	A
	20
	50,00
	60,00 °С
	

	BY
	FANCI
	F- GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG 
	G
	25
	48,00
	58,00 °C
	

	BY
	FANCI
	R- ATAAATAAATAAAGCAGGATGCTGAAA
	A
	27
	25,92
	58,00 °C
	



Диссертациялық жұмыс көлемінде зерттеу тобындағы 164 бас голштеин тұқымдас сиырлары 6 ұрықтанғыштық гаплотиптері, HH1, HH3, HH4, HH5, HCD және BY  бойынша генетикалық скринингтен өткізілді. Кесте 5 берілген мәліметтерге жасалған талдау көрсеткеніндей  зерттелген ұрықтанғыштық гаплотиптерінің үшеуі нүктелік мутация нәтижесінде пайда болған (HH1, HH3, HH4), екі генетикалық кемтарлық делецияның нәтижесінде пайда болған (HH5 – 138 347 ж.н. тұратын,  BY – 3329 ж.н. тұратын), бір ұрықтанғыштық гаплотипі инсерцияның әсерінен (HCD - 1299 ж.н.) пайда болған. Сондықтан делеция мен инсерцияның әсерінен пайда болған генетикалық кемтарлықтар кезінде жабайы және мутантты аллелдерді детекция жасау үшін рестриктазалар қолданылмайды. 
Полимераздық тізбек реакциясының нәтижелі жүруіне көптеген факторлар әсер етеді: олар дұрыс таңдап алынған праймерлер тізбектері. Олардағы комплиментарлық қағидасының сақталуы, праймерлердің ұзындықтары, праймерлердің құрамындағы GC нуклеотидтерінің үлесі, праймерлердің жабысу температурасы, праймердің соңғы қандай нуклеотидінің аяқталуы. Жұмыс көлемінде, эксперименттік жұмыстарда қолданылған тура және кері праймерлерге талдау жасалды және нәтижелері кесте 6 берілген.  Генотиптеуге қолданған праймерлердің ұзындықтары 20 нуклеотидтен 28 нуклеотид аралығында болған, жиі қолданған праймерлер тізбектері 21-23 нуклеотидтерді құраған. Ескеретін жағдай, ұзындықтары 28 нуклеотидтерден тұратын праймерлер жиі T-ARMS-PCR қолданған кезде болды, себебі бұл әдіспен нүктелік мутацияны анықтау қағидасы, сол SNP полиморфизмді праймер тузбектеріндегі нуклеотидтердің комплементарлық қағидасына сәйкес және ол нүкте синтезделіп, амплификат ішінде қалып қоюы қажет. Маңызды факторлардың бірі, праймерлердің жабысу температурасы, осы көрсеткіш эксперименттік жұмыстарда 56,00 °С пен 60,00 °С аралығында болды. Праймердің жабысу температурасы, өзіміз дизайн жасаған праймерлерде Primer 3 бағдарламасының көмегімен анықталды, аталған бағдарлама тура және кері праймерлер үшін жабысу температурасын анықтап береді. НН1 ұрықтанғыштық гаплотипі, APAF1 генінің фрагментін амплификация жасау үшін Primer 3 бағдарламасының көмегімен тура F-TGATCTTGGCTCTGGTTATGTTT және кері R-ACCTACTTACACCCACTCCAGGT праймерлерінің тізбектері анықталған, тура праймердің жабысу температурасы 60,01 °C, кері праймердің жабысу температурасы 60,21 °C болған, талдау жасасақ екі праймерлердің жабысу температурасы бірдей, айырмашылық тек 0,20 °C құрап тұр, бұл өте жақсы көрсеткіш. Егер дизайн жасау арқылы алынған праймерлер үшін тура және кері праймерлердің жабысу температурасындағы айырмашылық  1, 0 °C жоғары болатын болса, ол қолайсыз жабысу температурасы. Праймерлер тізбектеріндегі аса маңызды параметрлердің бірі праймерлер тізбектеріндегі GC нуклеотидтерінің үлесі, осы параметрі бойынша талдау жасау нәтижесі көрсеткеніндей, (кесте 6) барлығы генотиптеуге  24 праймер қолданылған, 11 праймерлер тізбектерінде GC нуклеотидтерінің үлесі 40,0% төмен болған. Молекулярлық генетика талаптарына сәйкес праймерлер тізбектеріндегі GC нуклеотидтерінің үлесі 40,0% жоғары, оңтайлы көрсеткіші 55,0% немесе  60, 0% дейін болуы қажет. Осы тұрғыдан алғанда қолданған праймерлердің жартысынан кемі талаптарға сәйкес болмаған. Праймерлерге қойылатын талаптардың бірі олардың соңғы нуклеотидпен аяқталуы, белгілі болғанындай ДНҚ молекуласының құрамында G≡C нуклеотидтерінің арасында үш сутегілік байланыс, сонықтан праймердің соңғы нуклеотиді G немесе C нуклеотидтері болса, амплификация жақсы жүреді және нәтижелі болады. 
Диссертациялық жұмыс көлемінде барлығы 164 ДНҚ үлгілері алты генетикалық кемтарлықтарға, HH1,HH3, HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша тексерілген. Осы үлгілерді генотиптеу нәтижелері қосымша 1 берілген және онда әрбір генетикалық кемтарлық бойынша гетерозиготалы тасымалдаушылар анықталып, көрсетілген. Кесте 7 көрсетілгеніндей зерттеуге алынған 164 ДНҚ үлгілерінің 155 үлгісі HH1 ұрықтанғыштық гаплотипі бойынша ПТР-РФҰП және T-ARMS-PCR әдісітерімен тексеріліп тексеріліп, солардың ішінен  6 голштеин тұқымдас сиырлары HH1 гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушысы болып шықты, ол тексерілген мал басынан алғанда 3,87%, ал жалпы зерттеу тобындағы мал басына шаққанда 3,65% құрады. Зерттеу популяциясындағы сиырларда HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің таралуы 3,04 % болды, ал осы топтағы сиырларда HH4 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылар мүлдем кездеспеді, ол осы топтағы сиырларда GART генінің мутантты аллелдерінің жоқ екендігін көрсетеді. 

Кесте 7- Голштеин тұқымдас шет елдік селекция сиырларында HH1, HH3, HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуы
	«Медеу Коммерц» шаруашылығының сиырлары 
	Ұрықтанғыштық гаплотиптерінің аты 

	
	HH1 
	HH3
	HH4 
	HCD
	HH5
	BY 

	Барлық ДНҚ үлгілері 
	164
	164
	164
	164
	164
	164

	Аталған локус бойынша тексерілген ДНҚ үлгілері 
	155
	164
	155
	159
	164
	164

	Гомозиготалы дені сау, бас 
	149
	159
	164
	145
	157
	152

	Гетерозиготалы тасымалдаушылар, бас
	6
	5
	0
	19
	7
	12

	Генетикалық кемтарлықтың тексерілген мал басы ішіндегі үлесі, % 
	3,87
	3,04
	0,0
	11,94

	4,26
	7,31

	Жалпы мал басының ішіндегі үлесі, %
	3,65
	3,04
	0,0
	11,58

	4,26
	7,31



Зерттеу тобындағы сиырларда ең жоғарғы дәрежеде кездескен генетикалық кемтарлық, холестериннің жетіспеушілігі болды, ол тексерілген  159 сиырлардың 19 басында гетерозиготалы тасымалдаушы сиырлар кездесті, олар тексерілген сиырлардың 11,94%,  ал жалпы зерттеу тобындағы сиырлардың 11,58% болып табылады. Генетикалық мониторинг нәтижелеріне сәйкес сиырларда сонымен бірге HH5 ұрықтанғыштық гаплотипінің де гетерозиготалы тасымалдаушылары анықталды, деңгейі 4,26% құрады. Эмбрионалдық өліммен тікелей байланысты ұрықтанғыштық гаплотипі BY, брахиспина синдромының таралуы 7,31% болды. Жалпы сиырлар алты генетикалық кемтарлықтарға тексеріліп, солардың бесеуі зерттеу тобындағы сиырларда кездесті, ең көп тараған генетикалық кемтарлық, ол холестериннің жетіспеушілігі 11,94%,  екінші орында брахиспина синдромы, 7,31% (сурет 22).



Диаграмма 3- «Медеу Коммерц» шаруашылығындағы голштеин тұқымдас сиырларына жүргізілген генетикалық мониторинг нәтижесі, ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуы

Кесте 8 көрсетілген мәліметтерге сәйкес 164 тексерілген голштеин тұқымдас Канадалық селекция сиырларында барлығы 49 рет генетикалық кемтарлықтар кездескен, жалпы генетикалық мониторинг жүргізілген алты тұқым қуалайтын ауытқулардың зерттеу тобындағы сиырларда бес ұрықтанғыштық гаплотиптерінің гетерозиготалы тасымалдаушылары кездескен. Атап өту қажет, осы генетикалық кемтарлықтар кездескен сиырлардың 6 басында бір мезетте екі генетикалық кемтарлықтар болған, олар жеке номері KZB157508152 сиыр бір мезетте, HCDC,  HH5C ұрықтанғыштық гаплотиптерінің гетерозиготалы тасымалдаушысы, сиыр KZB157507910,  HH3C, HCDC,  сиыр HO CAN F 11612028 НН1C, HH3C, сиырлар HO CAN F 11593402, HO CAN F 107992282, HO CAN F 107821812 екі генетикалық кемтарлықтардың, HCDC және BY гетерозиготалы тасымалдаушылары. 

Кесте 8- Зерттеу тобындағы голштеин тұқымдас сиырларында бір мезетте екі генетикалық кемтарлықтардың кездесуі туралы мәлімет
	29
	KZB157508152
	363
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5C
	TY

	41
	KZB157507910
	271
	HH1T
	HH3C
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	97
	HO CAN F 11612028
	381
	НН1C
	HH3C
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	109
	HO CAN F 11593402
	526
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	BY

	127
	HO CAN F 107992282
	287
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	BY

	133
	HO CAN F 107821812
	463
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	BY



ДНҚ тестілеу нәтижелеріне сәйкес тексерілген 164 бас голштеин тұқымдас «Медеу Коммерц» шаруашылығына сиырлар шет елден 2014 жылдары импортталған, әдебиетке жүргізген талдаулар көрсеткеніндей, көптеген ұрықтанғыштық гаплотиптеріне молекулярлық генетикалық балау әдістері соңғы жылдары оңтайландырылды. 

Кесте 9- «Медеу Коммерц» шаруашылығындағы голштеин сиырларындағы  6 генетикалық кемтарлықтарға тексеру нәтижесі бойынша ақаулардың таралу деңгейі  
	Зерттеу тобындағы сиырлар саны 
	Гомозиготалы сиырлардың үлесі,%  
	1 генетикалық ақаудың гетерзиготалы сиырлар үлесі %
	2 генетикалық ақаудың гетерозиготалы тасымалдаушысы  %
	3 генетикалық ақаудың гетерозиготалы тасымалдаушысы  %

	164
	115/70,12
	49/29,88
	6/3,65
	0/0



Мысалы, сиырларда кездесетін, холестериннің жетіспеушілігі гаплотипі HCD гаплотипін және балау әдісін Германия ғалымдары тек 2016 ойлап тапты, сондықтан осы сиырлар 2014  жылы холестериннің жетіспеушілігі кемтарлығына тексерілуі мүмкін емес еді. Қалған ұрықтанғыштықтарымен де балау әдістерінің болмауынан, тексерілмеуі ықтимал болды. Сонымен кесте 9 берілгендей, жалпы тексерілген 164 сиырлардың 115 басынде генетикалық ақаулар кездеспеген, ол осы топтағы сиырлардың 70,12%   құрайды, ал ДНҚ тестілеуден өткен 49 бас сиырларда бір генетикалық кемтарлық кездескен, ол осы топтағы сиырлардың 29,88% құрады. Сонымен бірге, 6 бас сиырларда бір мезетте екі генетикалық кемтарлықтар болған, олардың үлесі 3,65% құрайды. Зерттеу тобындағы сиырларда бір мезетте үш немесе онан да көп кемтарлықтар кездескен сиырлар болмады (сурет 23). 



Диаграмма 4- «Медеу Коммерц» шаруашылығындағы голштеин тұқымдас сиырларына жүргізілген генетикалық мониторинг нәтижесі бойынша сиырларда бір, екі немесе онан көп генетикалық кемтарлықтардың кездесу жиілігі

Ветеринарияда генетикалық кемтарлықтардың пайда болуының көп  жолдарына геннің экзондық бөліктерінде болған нүктелік мутация, делеция немесе инсерция жатады, генеалогиялық зерттеулер осы кемтарлықтардың сипаты аутомалды рецессивті екенін көрсетеді. Қазір көптеген генетикалық кемтарлықтардың көзі, таратушысы болып есептелетін асыл тұқымды бұқалар туралы ақпараттар бар. 


Кесте 10- Канадалық селекциядағы генетикалық кемтарлықтар кездескен сиырлардағы генеалогиялық талдау нәтижелері
	

№
	
Идентификациялық  нөмері
	Ұрықтанғыштық гаплотиптері  (HH)
	Әкесі,  идентификациялық  нөмері

	
	
	НН1
	HCD

	HH5

	BY
	

	1
	HOCANF11550072
	181
	Жоқ 
	Жоқ 
	HH5T
	BY
	HOCANM8932152
BY

	2
	HOCANF107992282
	287
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	BY
	HOCANM8932152
BY

	3
	HOCANF107821812
	463
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	BY
	HOCANM8932152
BY

	4
	HOCANF11497916
	322
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOUSAM61083609
HCDC 

	5
	HOCANF11384844
	519
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOUSAM61083609
HCDC

	6
	HOCANF11732208
	490
	HH1T
	HCDT
	HH5T
	BY
	HOCANM7746123
BYF

	7
	HOCANF11444096
	543
	HH1T
	HCDT
	HH5C
	TY
	HOCANM7746123
  HH5 тексерілмеген

	8
	HOCANF108240078
	300
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOUSAM70406255
HCDC

	9
	HOCANF11201234
	275
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOCANM7816429 
HCDC

	10
	HOCANF108385334
	384
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOCANM103631566

	11
	HOCANF11738607
	9
	НН1C
	HCDT
	HH5T
	TY
	HOCANM9918033


	12
	HOCANF11421768
	443
	HH1T
	HCDT
	HH5C
	TY
	HOUSAM140521243

	13
	HOCANF11612028
	381
	НН1C
	HCDT
	HH5T
	TY
	HOUSAM62085114


	14
	HOCANF108227713
	141
	HH1T
	HCDT
	HH5T
	BY
	HOUSAM63927723
2006,  BYF 

	15
	HOCANF11593402
	526
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	BY
	HOCANM103974966 BYF 

	16
	HOCANF11741080
	409
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOUSAM68841669


	17
	HOCANF11741074
	440
	Жоқ
	Жоқ
	HH5T
	BY
	  HOUSAM62065919  BYF

	18
	HOCANF11767573
	546
	НН1C
	HCDT
	HH5T
	TY
	HOUSAM138122625

	19
	HOCANF11711040
	535
	НН1C
	HCDT
	HH5T
	TY
	HOUSAM56541515


	20
	HOCANF11342744
	162
	HH1T
	HCDT
	HH5T
	BY
	HOCANM7588022
2005 BYC

	21
	HOCANF108000722
	392
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOCANM7932576


	22
	HOCANF108013623
	495
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	HOCANM9904118


	23
	KZB158001617
	877
	HH1T
	HCDC
	HH5T
	TY
	011HO10904




Сондықтан, зерттеу жұмыстарының нәтижелерін пайдалана отырып Канададан Қазақстанға 2014 жылы импортталған, ПТР балау нәтижелеріне сәйкес бір немесе екі генетикалық кемтарлықтардың гетерозиготалы тасымалдаушылары болып шыққан 19 бас сиырлардың тегіне Канаданың голштеин тұқымдасының ассоциасында (https://www.holstein.ca/en/Public) көрсетілген ақпараттарды пайдалана отырып генеалогиялық зерттеу жүргіздік, нәтижелері кесте 10 берілген.  Жеке номері HOCANF11550072 сиыр генетикалық балау нәтижесіне сәйкес BY, брахиспина синдромының гетерозиготалы тасымалдаушысы болып шықты, оның әкесі жеке номері  HOCANM8932152, осы ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушысы BY генеалагоиялық талдау нәтижесінде анықталды. Келесі жеке номері HOCANF107992282 сиыр екі генетикалық кемтарлықтардың гетерозиготалы тасымалдаушысы болды, (HCDC, BY), осы сиырдың әкесі, жеке номері HOCANM8932152 брахиспина синдромының гетерозиготалы тасымалдаушысы болып шықты, бірақ екінші генетикалық кемтарлықтың, холестериннің тапшылығы ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушысы болмай шықты, ол деген сөз осы сиыр HCD гаплотипіне сәйкес APOB генінің мутантты аллелін шешесінен тұқым қуалау арқылы алған, аталған фактіне Канаданың голштеин тұқымдас ассоциясы ақпараттарын қолдана отырып анықтау мүмкін емес, өйткені онда аналық сиырлар туралы ақпарат жоқ. Осы талдау жасалған үш сиырлар туралы, олар – бір сиыр бір генетикалық кемтарлықтың, екі сиыр – екі генетикалық кемтарлықтың гетерозиготалы тасымалдаушылары, ал олардың әкелері бір бұқа, жеке номері HOCANM8932152, брахиспина синдромының гетерозиготалы тасымалдаушысы. Талдау нақты голштеин тұқымдас сиырларында жасырын зиянды генетикалық ақаулардың Мендел заңына сәйкес аутосомалдық рецессивтік жолмен тұқым қуалау арқылы берілетінін дәлелдеп отыр. Жеке номерлері HOCANF11497916, HOCANF11384844 сиырлар, екеуі де HCDC гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушысы болып отыр, олардың әкелері бір бұқа, жеке номері HOUSAM61083609 және ол HCDC, холестерин тапшылығы кемтарлығының гетеозиготалы тасымалдаушысы. Жеке номері HOCANF11732208 Канадада туған сиыр, BY синдромының гетерозиготалы тасымалдаушысы, әкесі жеке номері HOCANM7746123 брахиспина синдромының тасымалдаушысы емес (BYF), бұл сиыр осы зиянды мутацияны анасынан тұқым қуалап алғанын көрсетеді. Енді осы бұқадан туған екінші сиыр, жеке номері HOCANF11444096  келесі, HH5C гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушысы, бірақ Канаданың голштеиин тұқымдас ассоциациясының сайтында бұқаның HH5 ұрықтанғыштық гаплотипіне тексерілгені туралы мәлімет жоқ. Кесте 10 мәліметтер сиырлардың жиі генетикалық кемтарлықтарды гетерозиготалы бұқалардан, әкелерінен тұқым қуалау арқылы алатынын көрсетеді. 

3.2 Сиырлардағы эмбрионалдық өлімді ИФТ, трансректалдық әдістермен балау және оның алдын алу жұмыстарының нәтижелері

Сиырларда ерте мерзімде буаздықты анықтау үшін ИФТ әдісін жүргіздік. Қан сары суындағы буаздықпен байланысты PAG ақзатының мөлшерін Америкалық  «Bovine Pregnancy Test Kit» коммерциялық жиынтығын қолдана отырып анықтадық. Зертханалық  ИФТ балау әдісінің нәтижесіне сәйкес  тексерілген 68 сиырлардың 18 басы буаз болып шықты, оларды қолдан ұрықтандырғаннан кейін 26 тәулікте қан сары суындағы PAG  мөлшері 0,528 болса, ал ұрықтандырғаннан кейінгі 30 тәулікте аталған көрсеткіш 2,835  құрады. Буаз емес сиырларда ИФТ нәтижесі бойынша PAG мөлшері теріс -0,047 о.т. немесе оң мөлшерді 0,021 о.т. көрсетті. 

Кесте 11- ЖШС «Медеу Коммерц» шаруашылығындағы  сиырлардың қан сары суындағы  PAG мөлшері, трансректалдық зерттеу нәтижелері және эмбрионалдық өлімнің таралуы
	Сиырдың жеке  № 
	Қан сары суындағы  PGA  мөлшері, о.т.
	Ұрықтанудан кейінгі мерзім, күн
	Ұрықтандырған күні
	ИФТ әдісінің нәтижесі 
	Тік ішек арқылы зерттеу күні мен нәтижесі 

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	461
	0,021
	жоқ
	жоқ
	буаз емес
	тексерілмеді

	116
	-0,047
	жоқ 
	жоқ 
	буаз емес
	тексерілмеді 

	701
	2,398
	35
	12.12.2018
	Буаз 
	12.02.2019 буаз

	606
	2,113
	35
	12.12.2018
	Буаз
	12.02.2019 буаз

	818
	2,834
	35
	12.12.2018
	Буаз
	12.02.2019 буаз емес 

	337
	2,727
	31
	16.12.2018
	Буаз
	16.02.2019 буаз

	293
	2,100
	31
	16.12.2018
	Буаз
	16.02.2019 буаз емес

	656
	3,345
	30
	17.12.2018
	Буаз
	16.02.2019 буаз

	742
	2,497
	30
	17.12.2018
	Буаз
	16.02.2019 буаз

	635
	2,835
	30
	17.12.2018
	Буаз
	16.02.2019 буаз

	648
	0,528
	26
	21.12.2018
	Буаз
	21.02.2019 буаз

	893
	1,488
	26
	21.12.2018
	Буаз
	21.02.2019 буаз

	783
	1,041
	26
	21.12.2018
	Буаз
	21.02.2019 буаз емес 

	69
	2,144
	41
	18.01.2019
	Буаз
	18.03.2019 буаз

	627
	2,207
	35
	24.01.2019
	Буаз
	24.03.2019 буаз

	653
	2,725
	35
	24.01.2019
	Буаз
	24.03.2019 буаз

	189
	1,930
	34
	25.01.2019
	Буаз
	24.03.2019 буаз емес 

	635
	2,293
	31
	28.01.2019
	Буаз
	24.03.2019 буаз

	486
	0,538
	27
	01.02.2019
	Буаз
	01.04.2019 буаз

	682
	0,707
	26
	02.02.2019
	Буаз
	01.04.2019 буаз

	
	Туғаннан кейінгі кезеңдегі сиырлар
	

	

	
	Туғаннан кейінгі мерзім
	Бұзаулаған 
күні 
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	831
	-0,119
	53 
	06.01.2019
	буаз емес
	тексерілмеді

	736
	0,855
	45
	14.01.2019
	буаз емес
	тексерілмеді

	384
	0,563
	33
	26.01.2019
	буаз емес
	тексерілмеді

	558
	2,050
	29
	30.01.2019
	буаз емес
	тексерілмеді

	879
	1,864
	20
	08.02.2019
	буаз емес
	тексерілмеді

	779
	1,873
	13
	15.02.2019
	буаз емес
	тексерілмеді


Кесте 11 шаруашылықтағы сиырларға ерте мерзімде ИФТ әдісімен, қолдан ұрықтандырғаннан кейін 26 тәулікте және 60 тәулікте трансректалдық жолмен тексеру нәтижелері берілген. Аталған әдіспен тексеру нәтижесінде 18 бас қолдан ұрықтандырғаннан кейін 26 тәулікте ИФТ нәтижесі бойынша буаз болған сиырлардың, 4 басы қолдан ұрықтандырғаннан кейін 60 тәулікте буаз емес  болып шыққан, бұл осы сиырларда эмбрионалдық өлімнің болғанын көрсетеді. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес, зерттеу тобындағы 18 сиырларда эмбрионалдық өлімнің таралуы 4 сиырларда кездесті, ол 22,22% құрайды. Сиырлар ұрықтандырғаннан кейінгі 26, 31, 35, 35 тәуліктерде ИФТ әдісінің қорытындысы бойынша буаз болған, сондықтан осы сиырларда эмбрионалдық өлімнің болу мерзімін 27 тәулік пен 60 тәулік аралығында деп болжам жасауға болады.   
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Сурет 22-  Қан сары суы үлгілерінде PAG мөлшерін ИФТ әдісімен анықтау, инкубациядан кейін   ELx808 (микропланшетті ридер) көмегімен оқу

Сиырларда туғаннан кейінгі кезеңде белгілі мерзімге дейін қан айналымында, буаздыққа тән pregnancy-associated glycoproteins (PAG) протеині  қан айналымында болады, біздің тәжірибеде аталған гипотеза толықтай дәлелденді. Атап айтқанда, туғаннан кейінгі кезеңдегі сиырларда 33 тәулікте қан сары суындағы PAG мөлшері  0,563 е.н. ал 29 тәулікте  2,050 е.н. құрады, туғаннан кейінгі 53 тәулікте аталған гликопротеин мөлшері -0,119 дейін төмендеді. Балау жұмыстарын жүргізген кезде осы құбылысты ескеру қажет. 
Зерттеу жұмыстарының екінші бөлігі, үш топтан тұратын сиырларда эмбрионалдық өлімнің алдын алу үшін прогестерон гормоны мен сурфагон препараттарының әсерін анықтау болды. Осы мақсатта  екі тәжірибе және бір бақылау топтарындағы сиырларға алдымен 26-35 тәулік аралықтарында ИФТ тәсілімен қан сары суындағы PAG мөлшерін анықтау арқылы балау жасалды, сосын ол сиырларға ұрықтанғаннан кейін 60-65 тәулік өткенде ректалдық әдіспен зерттеу арқылы буаздық анықталды. 
Диссертациялық жұмыстың алдына қойылған келесі міндеттеріне сәйкес шаруашылықта екі тәжірибе топтары құрылды, бірінші топта 17 бас 2-3 лактациядағы сиырлар, екінші топта 18 бас 2-3 лактациядағы сиырлар. Зерттеу топтарына репродуктивтік органдарында патологиясы жоқ сиырлар енгізілді және оларға эмбрионалдық өлімнің алдын алу үшін екі ветеринариялық препараттың тиімділігі зерттелді. Бірінші топтағы сиырларға, ұрықтанғаннан кейінгі 5-7 күндері 2,5% прогестерон гормонының майлы ерітіндісі бұлшық етке енгізілді. Екінші топтағы сиырларға сурфагон препаратын қолдандық, қолдан ұрықтандырғаннан кейін 8-12 күндері сиырдың жасы мен салмағын ескере отырып 50 мкг мөлшерінде бір рет бұлшық етке енгіздік.  Үшінші бақылау тобында 15 бас сиырлар болды, оларға ешқандай препарат енгізілмеді. Барлық топтардағы сиырлар ұрықтандырғаннан кейін 60-65 тәуліктен кейін ректалдық әдіспен буаздыққа тексерілді.

Кесте 12- Тәжірибе және бақылау тобындағы сиырларда эмбрионалдық өлімнің алдын алуға қолданған препараттардың нәтижесі. 
	Балау әдістері және нәтижелері
	Зерттеу топтары 

	
	I топ (n=17)
	II топ (n=18)
	III топ (n=15)

	ИФТ әдісімен буаз
	12/70,58%
	14/77,77%
	10/66,66%

	Ректалдық әдіспен буаз 
	10/58,82%
	11/55,55%
	8/53,33%

	Эмбрионалдық өлім анықталды
	2/11,76%
	3/16,66%
	3/20,0%



Кесте 12 көрсетілген нобайға сәйкес қолдан ұрықтандырудан кейін, 26 тәулік пен 35 тәулік аралығында, барлық үш топтағы сиырларға ИФТ әдісін пайдалана отырып буаздыққа тексердік, ал 60-65 күн өткен соң ректалдық тексеру арқылы буаздықты анықтадық.  Бірінші тәжірибе тобындағы сиырларда 17 бас сиырлардың, ИФТ әдісі бойынша 12 басы буаз болып шықты, ол сиырлардың 70,58% құрайды, осы топта ректалдық әдіспен 60-65 тәулікте тексергенде, 10 бас сиырлар буаз болды, ол 58,82% құрайды, осы топтан 2 бас сиырларда эмбрионалдық өлім анықталды (11,76%). Екінші топтағы (n=18) көрсеткіштер: 14 бас сиырлар ИФТ әдісі бойынша буаз болып шықты (77,77%), ректалдық әдіс бойынша 60-65 тәуліктерде 11 бас буаз болып шықты (55,55%), 3 бас сиырларда эмбрионалдық өлім тіркелді 16,66%). Бақылау тобындағы сиырларда (n=15), 10 бас буаз (66,66%), 8 бас ректалдық әдіс нәтижесі бойынша буаз (53,33%) және 3 баста эмбрионалдық өлім кездесті (20,0%). Нәтижелерге сәйкес буаз болу пайызы ИФТ әдісі бойынша жоғары II топта болды, сосын I топта, бақылау тобында төмен болды. Ректалдық зерттеу нәтижесі бойынша буаз болу деңгейлері үш топтарда үлкен айырмашылық болмады (58,82%,  55,55%, 53,33%). 
Зерттеу нәтижелерін талдау көрсеткендей (кесте 12), барлығы 40 бас сиырлардың ұрықтану нәтижесі талданды, соның ішінде I топтағы 17 бас сиырларға бұлшық етке, алдын ала 370С температураға дейін жылытып прогестеронның 2,5% майлы ерітіндісін қолдан ұрықтандырғаннан кейін 5 күні, 7 күні бұлшық етке енгіздік, II топтағы 18 бас сиырларға қолдан ұрықтандырғаннан кейінгі 12 тәулік пен 18 тәулік аралығында бір рет 50 мкг (10 мл) мөлшерінде бұлшық етке сурфагон препаратын ектік. Бақылау тобындағы 15 бас сиырларға гормоналдық препараттар қолданылмады. Эмбрионалдық өлім жоғарғы деңгейде, бақылау тобында болды, ал прогестеронның 2,5%  майлы ерітіндісі мен сурфагонды пайдалану, эмбрионалдық өлімді бақылау тобымен салыстырғанда 8,24% және 3,34% төмендетті, сәйкесінше. 
 
3.3 Сиырларда BCS COWDITION бағдарламасын көрсеткіштерінің нәтижелері мен нәтижелі ұрықтану дәрежесінің арасындағы байланыс

          «Медеу Коммерц» шаруашылығы сиырларының қоңдылық жағдайын бағалау күндізгі уақытта жеткілікті жарықта малдардың азықтану уақытының арасында жүргізілді, сиырдың сұлбасына толық сәйкес келу үшін малды тыныш күйде суретке түсіру маңызды. Сиырларды каудальды жағынан суретке түсіру (сурет 25, 1-позиция) салыстырмалы түрде қарапайым нәрсе, сиырларды бүйірден суретке түсіру (сурет 25, 2-позиция) ферма жағдайында белгілі бір қиындықтарды тудырады, мал жиі алаңдайды, суретке түсіруге мүмкіндік бермейді. Сиыр денесінің жағдайын бағалаудың дәлдігі ең алдымен осы қосымшаның көмегімен бағалау сапасына байланысты.
BCS COWDITION көрсеткіштері әртүрлі сиырлардың ұрықтанғыштық қабілетінің көрсеткіштеріне мониторинг жүргіздік. «Медеу Коммерц» шаруашылығының 2,6 жастан 5 жасқа дейінгі сүт өнімділігі 6800 кг болатын 63 бас голштеин тұқымдас сиырларына  BCS COWDITION қосымшасы арқылы лактацияның әртүрлі кезеңдерінде зерттеулер жүргізілді. I топ лактацияның 30-дан 60 күнге дейін кезеңінде, ІІ топ лактацияның  61 күннен 90 күнге дейін және III топ лактацияның 91 күннен 120 күнге дейінгі аралықта. BCS COWDITION қосымшасы сиырларды бес балдық шкала бойынша бағалауға мүмкіндік береді, суретке түсіргеннен кейін смартфонның дисплейінде ақпарат пайда болады, малдың қоңдылығы  5,0 балдық шкала бойынша бағалау кезінде сиырдың: жасы, тұқымы, лактация күндері автоматты түрде есепке алынады.
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Сурет 23, 24 - Шаруашылық жағдайында смартфон арналған BCS COWDITION қосымшасының көмегімен № 813 голштеин сиырының BCS күйін анықтау, BCS көрсеткіші -3,25 балл.

Алынған нәтижелерді талдау бірінші топта 18 бас, екінші топта 25 бас, үшінші топта 20 бас сиырлар болғанын көрсетеді. BCS COWDITION қолданбасы арқылы сиырдың қоңдылығын бақылаған күні келесі факторлар ескерілді: сиырдың тұқымы, жасы және лактация айлары. Бірінші топта 18 бас сиырдың 6-ы буаз, ұрықтану пайызы 44,44%, екінші топта 25 бас сиырдың 9-ы буаз яғни пайыздық көрсеткіші 36,0%, үшінші топта бұл көрсеткіш 20-дан 9-ды құрады (45,0%). BCS COWDITION көрсеткіштері 2,75-тен 4,25 баллға дейін ауытқиды, қоңдылық индексі бар сиырлардың үлесі 2,75; 3,0; 3,25; 3,50; 3,75; 4,0; 4,25  бірінші топта: 2; 6; 6; 1; 1; 1; 0 бас, сәйкесінше екінші топта: 3; 4; 9; 2; 5; 0; 2 бас, үшінші топта тиісінше  : 0; 4; 5; 3; 6; 0; 1 бас (кесте - 13).
Бірінші топта (лактацияның 30-дан 60-күніне дейін) қоңдылық  көрсеткіші 3,0 және 3,25 балл, екінші топта 3,25 баллдық BCS COWDITION көрсеткіші бар сиырлар, үшінші топта BCS көрсеткіші 3,25 және 3 ,75 балл сиырлар басым. Жұмыс барысында біз BCS көрсеткіштері мен сиырлардың нәтижелі ұрықтану көрсеткіштері арасында оң корреляцияны анықтадық, бірінші топта қоңдылығы 3,25 баллдық сиырларда, екінші және үшінші топтарда қоңдылығы 3,75 баллдық сиырларда нәтижелі ұрықтану үлесі жоғары. Бұл BCS көрсеткіштері мен сиырларды қолдан ұрықтандырудың арасындағы тиімді корреляцияны көрсетеді. Шетелдік ғалымдардың пікірінше, сиырларды қолдан ұрықтандыру кезеңінде (лактацияның  60-90 күндері) BCS көрсеткіші 3,25 және 4,0 балл болуы керек.




Кесте 13- BCS Cowdition көрсеткіштері бойынша әртүрлі сиырларды қолдан ұрықтандырудың тиімділігін талдау
	BCS 
	30-60 сауу күні
	61-90 сауу күні
	91-120 сауу күні
	 Барлық мал  

	
	Буаз
бас/%
	Қысыр бас/%
	Буаз бас/%
	Қысыр бас/%
	Буаз бас/%
	Қысыр бас/%
	Буаз бас/% 
	Қысыр бас/%

	2,75
	0
	2
	0
	3
	0
	0
	0
	5

	3,0
	1
	5
	2
	2
	0
	4
	3
	11

	3,25
	3
	3
	2
	7
	3
	2
	8
	12

	3,5
	1
	0
	1
	1
	1
	2
	3
	3

	3,75
	1
	1
	4
	1
	4
	2
	9
	4

	4,0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	1

	4,25
	0
	0
	0
	2
	1
	1
	1
	3

	Барлығы
	6/33,3
	12/66,6
	9/36
	16/64
	9/45
	11/55
	24
	39



			


Диаграмма 5- Сиырлардың BCS Cowdition нәтижелерінің диаграммасы және BCS көрсеткіштеріне байланысты ұрықтану пайызы.

		Диаграммада көрсетілген  біз алған нәтижелер әдебиет деректеріне сәйкес келеді, өйткені біздің зерттеулерімізде барлық үш тәжірибелік топтағы BCS көрсеткіші 3,25 және 3,75 сиырларда қолдан ұрықтандырудың көрсеткіштері жоғары болды (сурет 26), екінші орында 3,0 және 3,5 ұпай көрсеткіштегі сиырлар. Орта есеппен сиырларда лактацияның 30-дан 120-күніне дейінгі кезеңде ең жоғары ұрықтану дәрежесі  BCS 3,75 көрсеткіштегі сиырларда болды және 69,23% құрады, содан кейін қоңдылық көрсеткіші 3,25 (40,0%) көрсеткіштегі сиырларда болды. Зерттелген сиырлар тобында қоңдылығын бағалау кезеңінде 2,75 балл көрсеткіші – 5 бас сиыр, BCS көрсеткіші 4,0 балл 1 сиыр буаз болмай шықты.
			  Сонымен, жоғары өнімді сиырлар үшін өтпелі кезеңде 2,75 баллды құрайтын BCS көрсеткіші төмен көрсеткіш болып табылады және көбінесе нәтижелі ұрықтану көрсеткішінің төмендеуімен сипатталады, зат алмасуының үрдісінің бұзылуымен бірге жүреді. Біздің нәтижелеріміз BCS көрсеткіштерінің төмендеуі сауын сиырлардың репродуктивті қызметінің төмендеуіне әкелетінін дәлелдейді.
			
3.4 Сиырларды ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеудің,  эмбрионалдық өлімнің алдын алудың экономикалық тиімділігі 

Диссертациялық жұмыста «Медеу Коммерц» шаруашылығында 164  бас Канада селекциясының голштеин тұқымдас сиырлары HH1, HH3, HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генетикалық монитринг жүргізілді, нәтижесінде алты генетикалық кемтарлықтарға тексеріліп, соның ішінде бес генетикалық кемтарлықтардың: HH1, HH3, HCD, HH5, BY таралу  жиілігі анықталды. Генетикалық фактор эмбрионалдық өлімнің ішіндегі басты этиологиялық себептері болып саналады, ал мониторинг нәтижесінде гетерозиготалы тасымалдаушыларды анықтау және осы үрдіске бақылау жасау арқылы, гомозиготалы эмбриондарды болдырмау эмбрионалдық өлімнің алдын алатын басты шара және экономикалық шығынның алдын алуға мүмкіндік береді. 
Диссертациялық жұмыста ұсынылып отырған екінші әдіс, сиырларды қолдан ұрықтандырғаннан кейін 5-7 тәуліктерде бұлшық етке 2,5% прогестерон гормонының майлы ерітіндісін бұлшық етке егу 10,0 мл көлемінде және сурфагон препаратын қолдану оларда эмбрионалдық өлімнің болу деңгейін төмендетеді. Жалпы диссертациялық жұмыс көлемінде орындалған зерттеулер сүт фермаларында сиырлардың репродуктивтік қызметін көтеруге мүмкіндік береді, олардан алынатын бұзау мен сүт өнімдерінің көлемі артады. 
Бүгінгі таңда голштеин тұқымдас асыл тұқымды жоғарғы өнімді бұқаларының қатырылған шәуетінің бағасы 1440 тенгеден 5950 тенге аралығында: егер HH1,  HH3, HCD, HH5, BY гаплотиптерінің таралуы  зерттеу тобындағы 164 бас сиырларда сәйкесінше: 3,65%, 3,04%, 11,58%, 4,26% және   7,31% болған болса, гетерозиготалы тасымалдаушы бұқанымен шәуетімен ұрықтандыру осындай таралу жиілігімен аталған «Медеу Коммерц» сүт шаруашылығына келесі көлемде шығындар тудырады: HH1 гаплотипі бойынша 5 бас сиырларда эмбрионалдық өлім болады, HH3 гаплотипі бойынша 5 бас сиырларда эмбрионалдық өлім болады, HCD гаплотипі бойынша 19  бас сиырларда бұзаулар гипохолестерин симптомымен туады, HH5 гаплотипі бойынша 7 бас сиырларда эмбрионалдық өлім болады, BY гаплотипі бойынша 12 бас сиырларда эмбрионалдық өлім болады, осымен бірге барлығы жоғарғы бағамен алғанда 5950 тенгеден 48 бас сиырларды, екі реттен қолдан нәтижесіз ұрықтандыру нәтижесінде келген экономикалық шығын: 48х5950 тг=285600 тенгені құрайды. Осы шығындарға сиырлардың сүттілігінің төмендеуі, жоспарланған төл ала алмаудан тұрған шығындарды есептегенде, сүт өндіретін шаруашылықтарға едәуір экономикалық шығын келіп отырғанын айтуға болады. Сүт фермасында 600-800 бас голштеин тұқымдас болатын сиырларда зерттеу нәтижесінде кездескен бес генетикалық кемтарлықтардан келетін жыл сайынғы экономикалық шығын көлемі, 164 басқа 285 600 тенге болғанда, бір басқа келетін шығын көлемі 1741 тг құрайды, ал фермада 600 бас сиыр болғанда 1 044 600 тенгені, фермада 800 бас сиырлар болғанда 1 392 800 тенгені құрайды. Сүт фермаларында генетикалық мониторинг жүргізу орташа фермада жыл сайын тек эмбрионалдық өлім есебінен келетін 1 392 800 тенге шығынды болдырмаудың алдын алуға мүмкіндік береді. 
 


























 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІН ТАЛҚЫЛАУ

Әдебиетке жүргізген шолу көрсеткеніндей сүт бағытындағы сиырларда репродуктивтік қызметтің көрсеткіштері түрлі теріс факторлардың әсерінен төмендеуде, әлем бойынша сиырларды жылдық лактациясында сүттілігінің орташа 500-1000 кг артуы міндетті түрде, сиырлардың ұрықтану қабілетінің төмендеуімен сипатталады [214]. Эволюциялық биология сүт өндіруге арналған қарқынды сұрыптаудың сиырлардың репродуктивтік қызметін  төмендететін себептердің бірі. Сүтті және етті бағыттағы ірі қара малдың репродуктивті өнімділігінде айтарлықтай эксплуатациялық генетикалық вариация бар және ұлттық генетикалық тенденцияларды зерттеу репродуктивті өнімділікке де, сүт өндіруге де генетикалық өсім жақсы құрылымдалған селекциялық бағдарламада мүмкін болатынын көрсетеді. Көбінесе өсіп өну қызметінің төмендеуі  сүттіліктің  жоғарылауы үшін генетикалық іріктеумен байланысты үлкен теріс энергия балансының салдары болып табылады [215]. Жасырын леталдық және сублеталдық аутосомалдық рецессивтік генетикалық ақаулардың жиі голштеин  тұқымында кездесетіні белгілі, себебі  бұл тұқымның саны әлемде көп, дүние жүзінің 160 астам елдерінде голштеин сиырларын өсіреді.  Әдебиеттердегі  деректерге сәйкес голштеин тұқымында ұрықтанғыштық гаплотиптерінің таралуы төмендегідей:  HH1 - 1,6%, HH3 - 3,1%, HH4 - 4,2%, HH5 - 1,8%, BY - 2,4%, HH6 - 1,6%, HH7 - 1,1%   [2]. Канадалық селекцияның популяциясында HH1 және HH4 гаплотиптерінің гетерозиготалы тасымалдаушылары анықталмағанын көрсетеді, дегенмен әдебиет деректері бойынша HH1 гаплотиптерін тасымалдаушылардың таралуы 2,1% құрайды  [18,б.6695], [35, б.65550], [36, б.27].  Басқа зерттеулердің нәтижелеріне сәйкес, APAF1 және GART гендерінің мутант түрінің аллелдерінің голштеиндік ірі қара малдарындағы жиілігі сәйкесінше 1,92% және 0,37% құрайды [13, б. Е3999].  
Біз сынаған 164 бас сиырлардың ішінде  5 бас сиырларда  HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылары болып шықты, бұл зерттелген популяцияның 3,0% құрайды. Біздің алған нәтижелерге сәйкес «Медеу Коммерц» шаруашылығының сиырларында холестерин тапшылығының гетерозиготалы тасымалдаушыларының жиілігі жоғары болды, 164 бастың ішінде 19 бас HCD гетерозиготалы тасымалдаушылары болды, ол 11,0% құрайды. Шетелдік ғалымдардың голштеиндік ірі қара малына жасаған генетикалық мониторингінің нәтижелері бойынша HH3 гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушыларының таралуы 2,95% құрайды [13, б. Е4000].  Осындай  нәтижелерді голштеин сиырларында HH3 гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылардың жиілігі туралы басқа да ғалымдар мәліметтер алды, оның таралуы  2,9% құраған [29, б. e92769], [30, б.150]. Дегенмен HCD гаплотипінің таралуы туралы ақпарат әр зерттеулерде әр түрлі көрсеткішке ие болып табылады; Ресей популяциясының голштеиндік ірі қара малында гетерозиготалы тасымалдаушылардың жиілігі сиырлар мен өндіруші бұқаларда сәйкесінше 8,09%-дан 23,26%-ға дейін [27, б.314]. Қытай популяциясының голштеин тұқымында холестерин тапшылығының таралуы бұқаларда 5,07% және сиырларда 1,11% болды [47, б.333].
Бүгінгі таңда голштеин тұқымдас сиырларында жиі кездесетін ұрықтанғыштық гаплотиптерінің HBR, HCD, HDR, HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HH6, HHB, HHC, HHD, HHM, HHP, HHR барлықтары дерлік   буаздыққа теріс әсер етеді және эмбриональдық өлімдік тудырады [10, б.3804]. Сүт бағытындағы сиырлардың өсіп өну қызметінің төмендеуінің тағы бір басты себебі, ол соңғы жылдары сүт бағытында сұрыптау жұмыстары тек өнімділікке, сүттілігі, сүт құрамындағы май мен ақзаттың мөлшеріне байланысты болды, осы белгілердің тұқым қуалау коэфициенті жоғары, ал өсіп өнуіне байланысты белгілердің тұқым қуалаушылық коэфициенті төмен. Жалпы шет елдерде, ТМД елдерінің ішінде сиырларда кездесетін ұрықтанғыштық гаплотиптерінің балау әдістерін жетілдіру, таралуын зерттеу Ресей Федерациясы, Беларус Республикасы және Қазақстан ғалымдарымен терең зерттеулер жүргізілуде [45, б.885],  [69, б.27], [95, б.77].
Ескеретін жағдай, Еуразиялық экономикалық комиссия Алқасының 2020 жылғы 2 маусымдағы № 74 шешіміне (Еуразиялық экономикалық одаққа мүше мемлекеттердің асыл тұқымды өніміне молекулярлық-генетикалық сараптама жүргізу туралы ереже) сәйкес мемлекеттер арасында тірі мал, қатырылған шәует немесе эмбриондарды импорттау және экспорттау кезінде олар бекітілген тізімге сәйкес генетикалық кемтарлықтарға тексерілуі қажет. Осы тұрғыдан алғанда, HH1, HH3, HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптерінің балау әдістерін жетілдіру, оңтайландыру ветеринария, молекулярлық генетикалық ғылымдарының басты міндеті.  
Диссертациялық жұмыстарға генетикалық кемтарлықтарға балау жасау алгортиміне сәйкес ұрықтанғыштық гаплотиптерінің пайда болу механизміне  талдау жасалды, ол үшін Американың NCBI сайтындағы ақпараттарды қолдандық. Келесі гендер  APAF1,  SMC2, GART,  TFB1M, APOB, FANCI туралы ақпараттарды FASTA және  GenBank форматтарында ашып, ген тізбектері туралы мәліметтерге талдау жасадық. Интернет желісіндегі ақпараттарды қолдана отырып анықталғаны, HH1, HH3, HH4 ұрықтанғыштық гаплотиптері геннің экзондық бөліктерінде нүктелік мутацияның нәтижесінде пайда болған, HH1 гаплотипі CCTCTGTGAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCGG[C/T]AAG 
CTAAGCTGCAGGCCAAGCAGGAGGT, НН3 ұрықтанғыштық гаплотипі GCCCTGGATCTTTCTCATACTCAGAATATTGGACATATGCTACGTAC
TCA[T/C]TTCACACATTCTCAGGTAAGAACCAAAA,  HH4 ұрықтанғыштық 
гаплотиптері GGTGTCCTCTATGCTGGTATAATGCTGACCAAGAACGGCC
CCAAAGTTCTGGAATTTA[A/C]TTGCCGTTTCGGTGATCCAGAGTGCCAA, нүктелік мутациялар орналасқан позициялар қызыл түспен боялған. Ал басқа HCD,  холестериннің тапшылығы ұрықтанғыштық гаплотипі APOB генің құрамында ұзындығы     1299 ж.н.  тұратын инсерциясының нәтижесінде пайда болған,  HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері TFB1M, FANCI гендерінің құрамында керісінше делецияның нәтижесінде, 138 347 ж.н. және 3329 ж.н. тұратын фрагменттердің түсіп қалуынан пайда болған, сәйкесінше. 
Диссертациялық жұмыста  HH1 ұрықтанғыштық гаплотипінің тасымалдаушыларын балау үшін екі түрлі молекулярлық генетикалық әдістер қолданылды. Біріншісі, классикалық ПТР-РФҰП әдісі, ол үшін алдымен Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) компьютерлік бағдарламасының көмегімен тура және кері праймерлердің тізбектерін анықтап алдық, осы праймерлер арқылы ампликация жасап алған ПТР өнімінің ұзындығы 243 ж.н., праймерлер дизайнын жасағандағы басты талаптар, праймердің ұзындығы, жабысу температурасы, праймер тізбегінің ішіндегі GC нуклеотидтерінің үлесі 40% жоғары болуы керек. Біз дизайн жасаған праймерлер осы талаптарға сәйкес болды және амплификация сәтті өтті.  Голштеин сиырларының HH1 ұрықтанғыштығының гаплотипін анықтауға әзірленген әдіс жеткілікті ақпараттылығымен ерекшеленеді; оңтайлы ұзындықта, APAF1 генінің ПТР өнімін BstC8I эндонуклеазасымен кесуден кейін электроферограммада жақсы бейнеленетін 176 ж.н., 12 ж.н., 55 ж.н. бөліктері түзіледі. HH1 ұрықтанғыштық гаплотипін балауға қолданылған, диссертациялық жұмыс көлемінде ойлап табылған әдіс, ол ген құрамындағы нүктелік мутацияны детекция жасауға T-ARMS-PCR қолдану. Бұл әдіспен балау жасау кезінде бірінші міндет, APAF1 генінің құрамында орналасқан SNP полиморфизм локализациясын анықтап алу. Сосын, Primer 1 компьютерлік бағдарламасын (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html) қолдана отырып екі жұп праймерлердің дизайнын жасау, олар сыртқы тура және кері праймерлер және ішкі тура және кері праймерлер. Балау әдісінің қағидалары сыртқы тура және кері праймерлер,  APAF1 генінің фрагментін, ұзындығы 441 ж.н. тұратын фрагментін, жабайы C аллеліне тән фрагментін 286 ж.н., мутантты  T аллеліне тән фрагментін 204 ж.н.  синтездеуге мүмкіндік береді. Аталған әдіспен  HH1 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылары анықталған, олардың кездесу жиілігі 3,65%  құрады, 164 бас голштеин сиырларының ішінде 6 бас сиырлар гетерозиготалы тасымалдаушылар болып шықты. 
Голштеин сиырларындағы HH3 гаплотипін тасымалдаушылардың генетикалық скринингі үшін Ресей ғалымдары ұсынған екі жұп праймерлер қолданылды, SMC2 генінің тізбегімен толығымен гомологты ішкі праймерлердің тізбегі ұсынылады. Зерттеу жұмыстарының нәтижелеріне сәйкес  HH3 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушылардың таралуы  3% құрады. HH3 ұрықтанғыштық гаплотипін балауға SspMI эндонуклеазасы қолданылды, оның рестрикция сайты C↑TAG, инкубация жасау температурасы 37 °C. Рестрикция қою кезіне алынған компоненттер: сәйкес 10Х буфер, рестриктаза 10U, дистилденген су және амплификат, рестрикция ұзақтығы 4-5 сағат.  
HH4 ұрықтанғыштық гаплотип локусында ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін Primer 3 бағдарламасы арқылы праймер тізбегі анықталды және GART генінің аллельдерінің жабайы және мутантты түрлерін сәйкестендіру үшін қолайлы кесу ферменті іздестірілді; тану орны бар екі Tru9I шектеу ферменті таңдалды: T/TAA және MseI: T/TAA. HH1, HH4 гаплотиптерінің тасымалдаушыларын анықтау үшін біз әзірлеген әдістерді қолданудың артықшылығы ПТР өнімінің пиросеквенирлеу әдісі сияқты күрделі молекулалық-генетикалық талдауды қолданбау болып табылады. Диссертациялық жұмыс көлемінде, HH4 ұрықтанғыштық гаплотипін балау үшін жаңа әдіс ойлап табылды, ол гетерозиготалы тасымалдаушы үлгілерді детекция жасауға толықтай мүмкіндік береді. Алынған ПТР өнімінің ұзындығы 151 ж.н., осы алынған амплификатты визуализация жасау үшін агарозаның жоғарғы концентрациялы 4% гелін дайындадық, себебі алынған фрагмент ұзындығы кішкентай. GART генінің жабайы немесе мутантты аллелдерін ажырату үшін біздер Tru9I рестриктазасын қолдандық. Рестрикциядан кейін алынған фрагменттер ұзындықтары: 2 ж.н.,  63 ж.н.,  59 ж.н. және 27 ж.н. Ескеретін жағдай алынған амплификат құрамында Tru9I рестриктазасының үш рестрикция сайты бар, оның екі сайт рестрикциясы жалпы, ал бір рестрикция сайты мутантты аллелді анықтауға мүмкіндік береді, ол 63 ж.н.,  59 ж.н. фрагменттері арасындағы сайт рестрикцияның гетерозиготалы тасымалдаушы жануарларда жойылуына байланысты, қосымша 122 ж.н. тұратын фрагменттің пайда болуы. Аталған әдіске Қазақстан Республикасының өнертабыс туралы патенті алынған: «Голштеин тұқымдас ірі қара малында HH4 ұрықтанғыштық гаплотипін тасымалдаушыларды  ПТР-РФҰП  талдау тәсілімен анықтау әдісі», өнертабысқа патент 34026 ҚР. 
HCD ұрықтанғыштық гаплотипіне балау Польша ғалымдары ұсынған праймерлерді пайдалану арқылы, модификацияланған әдіспен жүзеге асырылды [46, б.886]. Генотиптеу жұмыстары екі түрлі вариантта жүргізілді, біріншісі бір пробиркада барлық реакциялық қоспалар, үш праймер және басқа компонененттермен ПТР жүргізілді. Екінші вариант бір пробиркада тек екі праймерлерді қолдану арқылы, бірінде гомозиготалы жануарларды анықтауға арналған праймермен, екінші пробиркада тек мутантты аллелге есептелген праймерді қолдану арқылы. Осылай жүргізу тиімді, себебі көптеген жағдайларда бір реакциялық қоспада үш праймерлерді қосып жүргізгенде амплификация тиімділігі төмендеп кетеді. Зерттеу нәтижелері бойынша холестерин тапшылығы (HCD) ұрықтанғыштық гаплотиптің гетерозиготалы тасымалдаушылардың таралуы 11% құрады. Өлімге әкелетін зиянды генетикалық мутациялардың таралуын бақылау үшін молекулярлық-генетикалық талдауларды қолдана отырып, шетелдік селекциядағы ірі қара малға генетикалық мониторинг жүргізу қажет. HCD ұрықтанғыштық гаплотипін балауға әдебиетте берілген үш праймерлер қолданылды, сиырлардың генотиптеріне байланысты ұзындықтары 436 ж.н., 249 ж.н. тұратын фрагменттер түзіледі, аталған әдіс дәл және қарапайым, балау жасауға мүмкіндік береді. 
	Біз голштеин тұқымдас 150 сиырдың ДНҚ үлгісін сынадық, оның ішінен брахиспина синдромы мутациясының 12 бас гетерозиготалы тасымалдаушылары анықталды, бұл 8,0% көрсеткішті  құрайды. Голштеин сиырларындағы Брахиспина синдромының гаплотипінің тасымалдаушыларын анықтау үшін бір жұп праймерді қолдандық, генотипке байланысты ПТР өнімінің ұзындығы 3738 ж.н. гомозиготалы малдарда, ал 409 ж.н. мутацияның гетерозиготалы тасымалдаушыларында. Брахиспина синдромының генетикалық ақауы 1299 ж.н. көлеміндегі бөлігінің делециясы нәтижесінде пайда болғаны белгілі, сондықтан дені сау гомозиготалы малдарда үлкенірек өлшемдегі бөлік 3738 ж.н., ал мутацияны тасымалдаушы малдарда кішірек көлемде 409 ж.н. бөлік  түзіледі. Зерттелген малдардағы брахиспина синдромының тасымалдаушыларының кездесу жиілігі 8,0% құрады.
	BY ұрықтанғыштық гаплотиптерінің тасымалдаушыларын балауға сонымен бірге келесі праймерлер тізбектерін пайдаландық, тура праймерлер: F - 5'- GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG-3',  F - 5'- CGCATCCCACTTTACTTTC-3'   және R - 5'- AAGCAGGATGCTGAAAAAGC-3'. Осы праймерлер тізбектерін қолданған кезде  FANCI генінің жабайы типіне сәйкес 442 ж.н., гетерозиготалы тасымалдаушы сиырларада 442 ж.н. және 398 ж.н. фрагменттері пайда болады. Қолданған әдістің басты артықшылығы, ПТР нәтижесінде алынған фрагменттерінің оңтайлы ұзындықтары, жабайы типке сәйкес 442 ж.н., мутантты типке сәйкес 398 ж.н. бөліктер түзіледі және олар 3%  агароза гелінде жақсы көрінеді, ДНҚ үлгілерінің генотиптерін толық анықтауға мүмкіндік беріледі. 
	Диссертациялық жұмыста зерттеу тобына кірген 164 бас голштеин тұқымдас шет елдік селекция сиырларында HH1, HH3, HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптерінің  таралуы тексеріліп, генетикалық мониторинг жүргізілген 6 кемтарлықтардың ішінде осы популяцияда 5 генетикалық кемтарлықтар кездесіп, орын алған, олар: HH1, HH3, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері, осы топта бір ұрақтандырғыш гаплотипі HH4 сиырларда кездеспеді. Осы алынған нәтиже әдебиеттегі деректерге сәйкес, өйткені осы  HH4 гаплотипінің басқа да зерттелген популяцияларда таралуы төмен. Зерттеу нәтижесі бойынша ең көп тараған ұрықтанғыштық гаплотиптері HCD,  BY – генетикалық кемтарлықтары болды.  Диссертациялық жұмыс көлемінде жүргізген талдау ішінде алынған қызықты нәтиже, ол осы зерттеу тобындағы сиырларда генетикалық кемтарлықтардың таралуы, 115 бас сиырлар мониторинг нәтижесі бойынша 6 ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша гомозиготалы дені сау жануарлар болып шықты, ол осы топтағы сиырлардың 70,21% құрады, ал 49 бас сиырларда кем дегенде бір генетикалық кемтарлықтар кездесті, ол осы топтағы сиырлардың 29,8721%, басқаша айтқанда әрбір үшінші сиырларда бір генетикалық кемтарлық кездесіп отырған. Бір мезетте екі генетикалық кемтарлықтар кездескен сиырлар саны 6 бас, пайызбен үлесі 3,65%. Осы алынған нәтижелер голштеин тұқымдас сиырларында, немесе жалпы асыл тұқымды мал басында 10-20% бөліктерінде тұрақты түрде генетикалық мониторинг жүргізіп отырудың маңыздылығын  көрсетеді. Канаданың голштеин тұқымдас ассоциациясы сайтындағы ақпараттарды (https://www.holstein.ca/en/Public)   пайдалана отырып жүргізілген генеалогиялық зерттеу гетерозиготалы тасымалдаушы сиырлардың барлықтары, осы ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша гетерозиготалы асыл тұқымды бұқалардан тарағаны анықталды.  Барлық HH1, HH3, HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері репродуктивтік қызметтермен тікелей байланысты, сиырларда ұрықтану нәтижесін төмендетеді, эмбрионалдық өлімнің таралуын арттырады, сондықтан осы кемтарлықтардың балау әдістерін жетілдіру және монитринг жүргізу аса маңызды ветеринариялық іс шара болып табылады. 
	Бүгінгі таңда сүт фермаларында сиырларда эмбрионалдық өлімге балау жасалмайды, ол ешқандай есепке алынбайды. Жалпы эмбрионалдық өлімдер сиырларда екі топқа бөлінеді, ерте эмбрионалдық өлім, ол ұрықтанған күннен бастап 17 тәулікке дейін, екіншісі кеш эмбрионалдық өлім, 18 тәуліктен бастап 42 тәулік аралығында [122, б. 130], [126, б.241], [127, б.1654], [128, б.185]. Жалпы әдебиетте эмбрионалдық өлімнің мерзімдері мен таралуы түрлі қарама қайшы пікірлер бар. Эмбрионалдық өлім негізі полиэтиологиялық үрдіс, жиі клиникалық белгілері болмағандықтан балау жасалмайды, есепке алынбайды, ал сүт өндірісіне үлкен экономикалық шығын әкеледі. Ветеринарияда қазіргі таңда сиырларда эмбриналдық өлімдікті балаудың тікелей зерттеу әдістері жоқ, пайдалануға болатын мүмкін әдістер – УДЗ тәсілі, сиырларды қолдан ұрықтандырған соң 16-17 тәуліктерде буаздықты анықтауға мүмкіндік береді, екінші әдіс ИФТ әдісімен сиырларда буаздықты анықтау және сосын эмбрионның, буздықтың даму динамикасын зерттеу. Диссертациялық жұмыста сиырларда ерте мерзімде буаздықты анықтауға сиырлардың қан сары суындағы PAG мөлшерін иммунноферменттік талдау әдісімен Американың «IDEXX» компаниясы өндіретін  «Bovine Pregnancy Test Kit» коммерциялық жиынтығын пайдалана отырып жүргіздік. Зерттеу материалдары ретінде қолдан ұрықтандырғаннан кейін 25 тәуліктен кейінгі сиырлардың қан сары суы үлгілері қолданылды, зерттеу «Акушерлік, хирургия және өсіп өну биотехнологиясы» кафедрасының зертханасында ELx808 (микропланшетті ридер) иммунноферменттік  талдау қондырғысының көмегімен, URIT-670 маркалы вошерді, PST-60HL маркалы BioSan компаниясының термошейкерін қолдана отырып жүргіздік. ИФТ әдісімен қан сары суы үлгілерінде, гормондарды, буаздыққа байланысты PAG ақзатын анықтау кезінде, қатаң ережелерді сақтау, жұмысты нұсқауға сәйкес орындау маңызды. Әдебиетте берілгендей,  PAG (pregnancy associated glycoproteins)  буаздықпен байланысты гликопротеин ақзаты сиырларда эмбрион имплантацияға ұшыраған сәттен бастап қан құрамында айналыста болады және ол буаздық аяқталғанға дейін оның концентрациясы көтеріле береді. Ветеринарияда сиырларда ерте мерзімде буаздықты балау үшін қан сары суында PAG мөлшерін қолдан ұрықтандырғаннан кейін 25 тәуліктен бастап анықтайды, буаз сиырларда PAG ең төмен концентрациясы 0,300 о.т. оптикалық көрсеткішке тең, ал буаздық мерзімі өсе бастаған сайын сиырларда PAG ақзатының концентрациясы жоғарылай береді. Ескеретін жағдай, сиырларда ерте мерзімде буаздықты анықтауда қан сары суындағы PAG ақзатын анықтау буаздықтың шынайы белгісі болып табылады, осы мақсатта буаздықты анықтауға қан сары суындағы прогестерон гормонын ИФТ әдісімен қолдан ұрықтандырғаннан кейін 19 тәулікте анықтау өндірісте кең тараған әдістердің бірі, бірақ кейбір патологиялық жағдайларда қате нәтиже алу мүмкіндігі бар. 
Зерттеу тобындағы 50 бас сиырларда, ИФТ әдісімен қан сары суындағы PAG мөлшерін қолдан ұрықтандырғаннан кейін 25-35 тәуліктерде және 60 тәулікте трансректалдық жолмен балау жасау сиырларда эмбрионалдық өлімді балауға мүмкіндік береді, осы әдіспен тексерілген 50 бас сиырлардың тәжірибе тобындығы (n=35) сиырлардың 5 басында, бақылау тобындағы (n=15) 3 басында эмбрионалдық өлім кездесті, олардың таралуы 10,0%  құрады.  Тәжірибе тобындағы сиырларға эмбрионалдық өлімнің алдын алу үшін, прогестерон гормоны мен сурфагон препараттары қолданылды. Сиырларды қолдан ұрықтандырудан кейін 5-7 тәуліктерде эмбрионалдық өлімді болдырмау үшін прогестерон гормонының 2,5% майлы ерітіндісін 10,0 мл мөлшерде  бұлшық етке енгізу  нәтижелі, осы әдіс сиырларда эмбрионалдық өлімді  8,24 % төмендетуге мүмкіндік береді. Жалпы эмбрионалдық өлім полиэтиологиялық үрдіс, сондықтан эмбрионалдық өлімнің алдын алу жұмыстары түрлі бағыттарда жүргізілуі керек, генетикалық факторларға жол бермеу, жоғарғы температурадан стресті болдырмау, ятрогендік факторлар, лактациялық басымдылық, теріс энергетикалық баланс, азықтандыру факторлары. 
          Соңғы уақытта Қазақстан Республикасында сүт бағытындағы асыл тұқымды шаруашылықтардың саны жыл сайын артып келеді, оларда өнімділігі жоғары мал ұсталады. Сүт фермаларында сиырларды ұстау және азықтандырудың интенсивті технологиясы, олардың жоғары өнімділігі көбінесе зат алмасуының бұзылуымен, өндірістік цикл кезінде малдың қоңдылығының және ұрықтанғыштық қабілетінің төмендеуімен бірге жүреді. Сондықтан ветеринарияға цифрлық технологияны енгізу, оның ішінде неміс компаниясының BCS Cowdition смартфонына арналған арнайы қосымшасын пайдалану кезек күттірмейтін мәселе. Біздің тәжірибеміздің нәтижесі өтпелі кезеңдегі BCS көрсеткіші 3,25 және 3,75 болған сиырларды қолдан ұрықтандырудың тиімділігі жоғары екенін көрсетті. Төмен және жоғары BCS мәндері бар малдардың ұрықтанғыштығы төмен болды, бұл жанама түрде метаболизмнің бұзылуын, метаболикалық процестердің төмендеуін, энергияның жетіспеушілігін немесе артықтығын көрсетеді. BCS Cowdition қолданбасымен сиырды күйге келтіру процесі - сүтті ортада сиырдың ұрықтанғыштығын бағалаудың қолжетімді, оңай жолы. Зат алмасу бұзылғандығы туралы толық ақпарат алу үшін зерттелетін малдарға биохимиялық қан анализін жүргізу керек.













ҚОРЫТЫНДЫ

1. Алматы облысы, Қарасай ауданы, «Медеу Коммерц» шаруашылығында ДНҚ тестілеуінен өткен 164 бас голштеин тұқымдас Канадалық селекциядағы сиырларда зерттеуге алынған 6 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің, HH1, HH3, HH4, HCD, HH5, BY ішінде  5 генетикалық кемтарлықтар зерттеу тобындағы сиырларда кездесті, тек HH4 ұрықтанғыштық гаплотипінің гетерозиготалы тасымалдаушысы анықталмады. 
2. Генетикалық мониторинг жүргізген голштеин тұқымдас сиырларында HH1, HH3, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптерінің гетерозиготалы тасымалдаушыларының таралуы, сәйкесінше төмендегідей болды, 3,65%, 3,04%, 11,58%, 4,26% және 7,31%, ең көп тараған ұрықтанғыштық гаплотипі, HCD, холестериннің жетіспеушілігі деңгейі  11,58% құрады. 
3. APAF1 генінің экзондық бөлігіндегі 63150400 С→T позициясында орналасқан нүктелік мутацияны, SMC2 генінің F1135S T→C позициясында орналасқан нүктелік мутацияны детекция жасау үшін ПТР-РФҰП талдау әдісі нәтижелі пайдаланылды, ген аллелдерінің жабайы және мутантты аллелдерін идентификация жасауға  сәйкесінше, BstC8I және SspMI рестриктазалары қолданылды. 
4. Сиырларда HH4 ұрықтанғыштық гаплотипін тура және кері праймерлер көмегімен балауға әдіс ойлап табылған, олардың тізбектері Primer 3 компьютерлік бағдарламасымен  анықталған, GART генінің жабайы және мутантты аллелдерін ажыратуға Tru9I, MseI рестриктазалары анықталған, олардың тану сайттары T/TAA.  
5. Сиырларда HH1, HH5 ұрықтанғыштық гаплотиптерінің тасымалдаушыларын балауға  балама T-ARMS-PCR әдісі қолданылған және осы әдістің бірнеше артықшылықтары бар екені көрсетілген, балау зерттеуінің өзіндік құнының төмендеуі, ПТР талдауына кететін уақыттың азаюы және әдістің жоғарғы дәрежедегі дәлдігі. 
6. Генеалогиялық зерттеу нәтижелері көрсеткеніндей барлық гетерозиготалы HCDC, HH5C, BYC ұрықтанғыштық гаплотиптерінің тасымалдаушылары – осы гаплотиптер бойынша гетерозиготалы тасымалдаушы бұқалардан тараған ұрғашы сиырлар болып шықты. 
7. Қолдан ұрықтандырудан кейінгі 25-35-ші күндері бір мезетте ИФТ әдісімен сиырлардың қан сарысуындағы PAG мөлшерін  анықтау және қолдан ұрықтандырылғаннан кейінгі 60-шы күні жыныс мүшелерін трансректалды тексеру  арқылы  сиырларда эмбрионалдық өлімді анықтауға болады. Зерттеу нәтижелері бойынша тәжірибе тобындағы сиырларда эмбрионалдық өлімнің таралуы жоғары болып, 22,22% құрады.
8. Голштеин тұқымдас сиырлардың эмбрионалдық өлімді  болдырмау үшін өлімге әкелетін және сублеталды мутациялардың таралуын бақылау мақсатында жануарлар популяциясының 15-20%-ына жүйелі түрде генетикалық мониторинг жүргізу ұсынылады. Қолдан ұрықтандырудан кейін 5-7 күндері  сиырларда эмбрионалдық өлімнің алдын алу мақсатында  оларға бұлшық етке прогестерон гормонының 2,5% майлы ерітіндісін 10,0 мл мөлшерде  енгізу оң нәтиже береді, сиырларға прогестеронды қолдану эмбрионалдық өлімді  8,24 % төмендетеді.
9. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес транзиттік кезеңдегі сиырларда BCS COWDITION көрсеткіштері 3,25 пен 4,0  балл аралығындағы сиырларда ұрықтану пайызы жоғары болды, ал қоңдылығы төмен немесе жоғары болған сиырларда қолдан ұрықтандыру нәтижесі төмен болды. 






































ТӘЖІРИБЕЛІК ҰСЫНЫС

1. Голштеин тұқымды ірі қара мал өсірілетін асыл тұқымды шаруашылықтарда зиянды мутациялардың таралуын бақылау мақсатында мал басының 10-20%-ына келесі тұқым қуалайтын ауытқуларға: HH1, HH3, HCD, HH5, BY, молекулярлық-генетикалық балау  әдістерінің көмегімен генетикалық мониторинг жүргізу ұсынылады. 
2. GART генінің мутациясының тасымалдаушыларын балау  үшін (HH4 ұрықтанғыштық гаплотипі) «Голштеин тұқымдас ірі қара малында HH4 ұрықтанғыштық гаплотипін тасымалдаушыларды  ПТР-РФҰП  талдау тәсілімен анықтау әдісі», өнертабысқа патент 34026 ҚР, анықтау әдісін қолдануды ұсынамыз, ал Брахиспина синдромының гетерозиготалы тасымалдаушыларын анықтау үшін «Полимеразды тізбекті реакция арқылы ірі қара малдағы брахиспина синдромын анықтау әдісі» 5479 пайдалы модель патентін қолдану ұсынылады.
3. Сүт фермаларында ерте эмбрионалдық өлімді балау үшін екі әдісті біріктіріп қолдану ұсынылады: қолдан ұрықтандырудан кейін 25-30-шы күні сиырлардың қан сарысуындағы PAG мөлшерін ИФТ әдісімен анықтау және 60-шы тәулікте сиырлардың жыныс мүшелерін трансректалды зерттеу. Сиырларды 60-шы күні ректалдық әдіспен буаздығын анықтау, ИФТ әдісімен бұрын расталған буаздықтың болмауы эмбрионалдық өлімнің  дәлелі болып табылады.
4. Сүт фермаларында өтпелі кезеңдегі сиырлардың жағдайын бақылау және зат алмасу бұзылыстарын болжау үшін смартфонға арналған BCS COWDITION қосымшасы арқылы сиырлардың қоңдылығын  бағалау әдісін қолдануға болады, бұл сиырлардың ұрықтану қабілетін анықтаудың қолжетімді және дәл бағалау әдісі болып табылады.
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ҚОСЫМША  А

Голштеин тұқымдас 164 сиырларын HH1,HH3,HH4, HCD, HH5, BY ұрықтанғыштық гаплотиптері бойынша генотиптеу нәтижелері

	№             
	Идентификациялық  номері
	Ұрықтанғыштық гаплотиптері  (HH)

	
	
	НН1
	HH3

	HH4
	HCD

	HH5

	BY

	1
	KZB157792615
	905
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	2
	HOCANF 11578012
	265
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	3
	KZB158001632
	938
	НН1C
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	4
	KZB158001617
	877
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	5
	KZB157508274
	853
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	6
	KZB158001630
	826
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	7
	KZB157792644
	917
	HH1T
	HH3C
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	8
	KZB157792619
	778
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	9
	KZB158001545
	916
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	BY

	10
	KZB158001657
	806
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	11
	KZB157792744
	915
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	12
	KZB157508192
	843
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	13
	KZB157508241
	924
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	14
	HO CAN F 108240078
	300
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	15
	KZB157508273
	837
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	16
	KZB157792740
	811
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	17
	KZB157507963
	394
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	18
	KZB157508206
	868
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	19
	KZB157792555
	812
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	20
	KZB157792700
	885
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	21
	KZB157792603
	922
	HH1T
	HH3C
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	22
	KZB157508209
	923
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	23
	HO CAN F108163573
	797
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	24
	KZB157508242
	893
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	25
	KZB158001664
	814
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	26
	KZB157792628
	918
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	27
	HO CAN F 11201234
	275
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	28
	KZB157508294
	882
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	29
	KZB157508152
	363
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5C
	TY

	30
	KZB157508239
	881
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	31
	KZB157792952
	925
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	32
	KZB157508248
	845
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	33
	KZB157792917
	789
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	34
	KZB157792726
	793
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	35
	KZB157508228
	858
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	36
	KZB157508180
	195
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	37
	KZB157508208
	948
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	38
	KZB157508223
	872
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	39
	KZB157508240
	852
	Жоқ 
	HH3T
	Жоқ
	HCDT
	HH5T
	BY

	40
	HO CAN F 11497916
	322
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	41
	KZB157507910
	271
	HH1T
	HH3C
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	42
	KZB157508151
	482
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	43
	KZB157792592
	895
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	44
	KZB157507921
	326
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	45
	KZB158001543
	822
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	46
	KZB157508238
	873
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	47
	KZB157792672
	792
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	48
	KZB157792728
	816
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	49
	HO CAN F108385334
	384
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	50
	KZB157508224
	886
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	BY

	51
	KZB157508128
	513
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	52
	KZB158001529
	802
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	53
	KZB157792673
	879
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	54
	KZB157508196
	899
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	55
	KZB157508255
	883
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5
	TY

	56
	KZB157508293
	941
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	57
	KZB157792556
	869
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	58
	KZB157508268
	780
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	59
	KZB157792552
	851
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	60
	KZB157792616
	860
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	61
	KZB157792635
	919
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	62
	KZB157792689
	846
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	63
	KZB157792581
	876
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	64
	HO CAN F 11820983
	12
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	65
	HO CAN F 11732208
	490
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	BY

	66
	HO CAN F 11602751
	154
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	67
	KZB157508119
	42
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	68
	HO CAN F 11606758
	19
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	69
	HO CAN F 11840013
	496
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	70
	HO CAN F 11435936
	502
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	71
	HO CAN F 11438025
	315
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	72
	HO CAN F 11282735
	540
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	73
	KZB157507904
	142
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	74
	HO CAN F108177758
	371
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	75
	HO CAN F 11738607
	9
	НН1C
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	76
	HO CAN F 11667762
	512
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	77
	HO CAN F107962457
	428
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	78
	HO CAN F 11717456
	447
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	79
	HO CAN F 11421768
	443
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5C
	TY

	80
	HO CAN F 107499318
	279
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	81
	HO CAN F 107959030
	518
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	82
	KZB157792663
	934
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	83
	HO CAN F 11637317
	419
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	84
	HO CAN F 11359461
	492
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	85
	HO CAN F 11282205
	510
	Жоқ 
	HH3T
	Жоқ
	HCDT
	HH5T
	TY

	86
	HO CAN F 11850403
	292
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	87
	HO CAN F 11384844
	519
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	88
	HO CAN F 107745604
	167
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	89
	HO CAN F 108137843
	408
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	90
	HO CAN F 11634180
	325
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	91
	HO CAN F 108190475
	515
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	92
	HO CAN F 11858657
	483
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	93
	KZB157507891
	350
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	94
	HO CAN F 11752727
	183
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	95
	HO CAN F 106681180
	494
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	96
	HO CAN F 108131970
	64
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	97
	HO CAN F 11612028
	381
	НН1C
	HH3C
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	98
	HO CAN F 11868215
	156
	Жоқ 
	HH3T
	Жоқ
	HCDT
	HH5T
	TY

	99
	HO CAN F 11687128
	169
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	100
	KZB157507899
	353
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	101
	HO CAN F 11681147
	285
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	102
	HO CAN F 107771577
	118
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	103
	KZB157508148
	218
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	104
	HO CAN F 11550072
	181
	Жоқ 
	HH3T
	Жоқ
	Жоқ 
	HH5T
	BY

	105
	HO CAN F 11741062
	461
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	106
	HO CAN F 11850437
	301
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	107
	HO CAN F 108142499
	106 повтор
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	108
	HO CAN F 108227713
	141
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	BY

	109
	HO CAN F 11593402
	526
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	BY

	110
	HO CAN F 11741080
	409
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	111
	HO CAN F 11133514
	143
	Жоқ 
	Жоқ
	Жоқ 
	Жоқ 
	Жоқ 
	Жоқ 

	112
	HO CAN F 108087383
	135
	Жоқ 
	HH3T
	Жоқ 
	HCDT
	HH5T
	TY

	113
	HO CAN F 11710984
	75
	Жоқ 
	HH3T
	Жоқ 
	Жоқ
	HH5T
	TY

	114
	HO CAN F 108393309
	97
	Жоқ
	HH3T
	Жоқ 
	Жоқ
	HH5T
	TY

	115
	HO CAN F 11741074
	440
	Жоқ
	HH3T
	Жоқ 
	Жоқ
	HH5T
	BY

	116
	HO CAN F 11452274
	136
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	117
	HO CAN F 11380288
	160

	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	118
	HO CAN F 11767573
	546
	НН1C
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	119
	HO CAN F 11810520
	517
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	120
	HO CAN F 107411644
	102
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	121
	HO CAN F 108053208
	39
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	122
	HO CAN F 108519969
	480
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	123
	HO CAN F 11711040
	535
	НН1C
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	124
	HO CAN F 11271973
	155
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	125
	HO CAN F 107749162
	257
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	126
	KZB157792950
	827
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5C
	TY

	127
	HO CAN F 107992282
	287
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	BY

	128
	KZB157792710
	880
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	129
	HO CAN F 11708301
	41
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	130
	HO CAN F 11444096
	543
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5C
	TY

	131
	HO CAN F 11342744
	162
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	BY

	132
	HO CAN F 11810236
	332
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	133
	HO CAN F 107821812
	463
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	BY

	134
	KZB158001573
	798
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5C
	TY

	135
	HO CAN F 11726048
	545
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	136
	HO CAN F 108350492
	544
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	137
	KZB157508298
	863
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5C
	TY

	138
	HO CAN F 11069923
	132
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	139
	KZB157792658
	875
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	140
	HO CAN F 11274830
	286
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	141
	KZB157508219
	940
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	142
	HO CAN F 108179900
	373
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	143
	KZB157508147
	220
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	144
	HO CAN F 108230967
	516
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	145
	HO CAN F 11752780
	248
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	146
	HO CAN F 108142499
	106

	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	147
	HO CAN F 11699844
	261
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	148
	HO CAN F 11809913
	190
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	BY

	149
	HO CAN F 11602750
	184
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	150
	HO CAN F 11646888
	68
	HH1T
	HH3С
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	151
	HO CAN F 108000722
	392
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	152
	HO CAN F 11826952
	385
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	153
	HO CAN F 11868202
	452
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	154
	HO CAN F 108013623
	495
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDC
	HH5T
	TY

	155
	KZB157508155
	379
	НН1C
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	156
	HO CAN F 11602870
	355
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	157
	KZB157508117
	402
	Жоқ 
	HH3T
	Жоқ
	Жоқ 
	HH5T
	TY

	158
	HO CAN F 11505503
	21
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	159
	HO CAN F 108345608
	360
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	160
	HO CAN F 11628921
	112
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	161
	HO CAN F 108555928
	179
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	162
	HO CAN F 107771576
	376
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	163
	KZB157792591
	849
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	164
	HO CAN F 11575639
	54
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY

	165
	HO CAN F 11589840
	150
	HH1T
	HH3T
	HH4T
	HCDT
	HH5T
	TY



Ескерту. Голштеин тұқымдас ірі қара малындағы ұрықтанғыштық гаплотиптерінің қысқаша белгілері: Haplotypes of cows, HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HCD,  HH5, HH6, BY. Халықаралық сертификаттардағы генетикалық кемтарлықтар  тасымалдауышылары мен дені сау гомозиготалы тексерілген жануарлар туралы ақпарат белгілері:  C = Carrier (тасымалдаушы) HH0C, HH1C, HH2C, HH3C, HH4C, HCDC,  HH5C, HH6C, BY,  тексерілген дені сау гомозиготалы жануарлар:  T = Tested Non-Carrier - HH0, HH1T, HH2T, HH3T, HH4T,  HCDT, HH5T, HH6T, TY. 
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ДНҚ үлгілерінің ең төмен, орташа және ең жоғарғы концентрация көрсеткіштері, ng/µl  (n=164)
ng/µl	
130,02


минималды 	орташа 	максималды	34.799999999999997	130.02000000000001	265.8	

ДНҚ үлгілерінің тазартылу дәрежесі (n=164)
Ряд 1	71
93
А 260/280 1,61-1,80	А 260/280 1,81-2,0	71	94	
Генетикалық кемтарлықтың тексерілген мал басы ішіндегі үлесі, % 	
HH1	HH3	HH4	HCD	HH5	BY	3.87	3.04	0	11.58	4.26	7.31	Жалпы мал басының ішіндегі үлесі, %	
HH1	HH3	HH4	HCD	HH5	BY	3.65	3.04	0	11.94	4.26	7.31	



Кемтарлықтарға тексеру нәтижесі бойынша ақаулардың таралу деңгейі
Ряд 1	



Гомозиготалы сиырлардың үлесі,%  	1 генетикалық ақаудың гетерзиготалы сиырлар үлесі %	2 генетикалық ақаудың гетерзиготалы сиырлар үлесі %	3 генетикалық ақаудың гетерзиготалы сиырлар үлесі %	70.12	29.88	3.65	0	
Буаз	
2.75	3	3.25	3.5	3.75	4	4.25	0	3	8	3	9	0	1	Бедеу	
2.75	3	3.25	3.5	3.75	4	4.25	5	11	12	3	4	1	3	
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Certificate

To whom it may concern:

This is to certify that: Aigerim Bagdat from Kazakh National Agrarian
University held an internship at the Faculty of Veterinary Medicine, University
of Warmia-Mazury in Olsztyn concerning the topic ,, Study of the prevalence of
haplotypesof fertility HH1, HH3, HH4, HCD and prevention of embryonic
mortality to cows . The internship was held from 05. 6 to 6. 07. 2018.

Té ZIEKAN
prof. dr hab. Brzemyslaw obiech

Uniwersytet Warminisko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, 10-719 Olsztyn, ul.
Michata Oczapowskiego 14, Tel. 89 523 34 40, 89 523 39 93, e-mail: medwet@uwm.edu.pl





