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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

Амплификат – полимераздық тізбек реакциясының нәтижесінде тура және кері праймерлердің көмегімен синтезделіп алынған геннің белгілі бір бөлігі
Аллель – геннің өмір сүру формасы, генде кем дегенде екі аллель болады 
Аллель жиілігі – зерттеу популяциясындағы екі түрлі аллелдердің таралуы 
Апоптоз – генетикалық жолмен жоспарланған торшаның өлуі 
Адипонектин - ақзаттық гормон, негізінен майлы ұлпаның адипоциттерімен өндіріледі  
Антральды фолликулдар - ультрадыбысты қолдану арқылы көруге, өлшеуге және санауға болатын шағын фолликулдар   (диаметрі шамамен 2-8 мм)  
Атрезия фолликуланың – бұл фолликулдың кері дамуымен сипатталатын үрдіс, фолликул пісіп жетіліп овуляцияға ұшырамауы
Ашық күндер - шетел мамандары қолданатын, ветеринариялық гинекологиядағы бедеулік түсінігінің баламасы, сиырлардың буаз болмаған күндері 
Бедеулік - аналық малдың жыныс органдарында әртүрлі патологиялардың салдарынан уақытша  ұрықтанбай қалуы
Бромды этидий – горизонталдық электрофорез кезінде электрофореграммада ДНҚ молекуласын бояу арқылы, оның көрінуін қамтамасыз ететін канцерогенді зат 
Буфер – молекулярлық генетикада жиі қолданатын, құрамына бірнеше компоненттер кіретін ерітінді 
Васкуляризация – сары дене пайда болған соң, ондағы ұлпадағы жаңа қан тамырларының пайда болуы
Ген – тұқым қуалаушылықтың құрылымдық және функционалдық бірлігі болып табылады, белгілі бір белгіні қадағалайды
Генетикалық вариант – зерттелген популяциядағы жануарлар генотиптерінде  гомозиготалы және гетерозиготалы генотиптердің кездесуі 
Гендік тепе теңдік – зерттеу популяциясында генетикалық варианттардың қалыпты таралуы 
Гетерозиготалы генотип - жануардың генотипінде екі түрлі аллель болуы 
Гомозиготалы генотип – жануардың генотипінде екі бірдей аллель болуы 
Горизонталдық электрофорез – молекулярлық генетикалық зерттеулерде ДНҚ фрагменттерін бөліп алуға мүмкіндік беретін, агарозаны қолданып жүргізетін әдіс 
Денатурация – амплификация үрдісі  кезінде жоғарғы температураның әсерінен ДНҚ молекуласы құрамындағы екі тізбектің бір бірінен ажыруы, әдетте 95 оС температурада жүзеге асырылады 
ДНҚ маркері - молекулярлық генетикалық зерттеулерде электрофореграммада алынған ПТР өнімдерінің ұзындығын анықтауға мүмкіндік береді, жиі плазмида ДНҚ, рестриктазамен кесілген
Доминантты фолликул – жыныс безінде жетілген ең үлкен фолликул
Жыныстық цикл – аналық жануарларда  өтіп отыратын қалыпты физиологиялық жағдай, әдетте сиырларда 18-21 күнге созылады, әртүрлі морфологиялық, физиологиялық өзгерістермен сипатталады 
Интрон - геннің ақпарат бермейтін бөлігі 
Киспептин - ағзада табиғи түрде пайда болатын гормон  жас кезінде жыныстық жетілу процесін бастайды және кейіннен дененің репродуктивті қызметін реттеуге жауапты
Лютеолиз - аналық бездегі сары дененің ыдырауы және резорбциясы
Нүктелік мутация – геннің интрондық немесе экзондық бөлігінде бір нуклеотидтің екінші бір нуклеотидке алмасуы нәтижесінде пайда болған мутация 
Праймерлердің тізбектерін анықтау - 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.  
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
Сонограмма - бұл ультрадыбысты зерттеу нәтижесінде алынған көрініс, аналық бездің физиологиялық жағдайын анықтауға мүмкіндік береді
Сонография - диагностикалық мақсатта ультрадыбыстық құралды пайдалану
Трансректалды зерттеу - тік ішек арқылы сипап сезу арқылы малдың буаз немесе буаз емесін, жыныс органдарының патологияларын анықтау
Ультрадыбыстық доплерография - тамырлардағы қанның ағымы мен қысымын  қызыл қан жасушалары – эритроциттерден ультрадыбысты толқындардың шағылысуы арқылы бағалау үшін пайдаланатын инвазивті емес тексеру. Доплерлік УДЗ тамырлардағы қанның  ағымының жылдамдығын толқындардың жиілігінің өзгеруін өлшеу арқылы анықтауға қабілетті. 
Экзон – геннің ақпарат беретін бөлігі
Эндонуклеза – рестриктаза түсінігінің синонимы, ферменттер
Эстрогендер - аналық безінің фолликуласында, плацентада түзілетін гормон, аз мөлшерде бүйрек үсті безінің қабығында жəне ұрық безінде синтезделінеді.
Фенолдық әдіс – молекулярлық генетикада жиі қолданатын, биологиялық материалдардан ДНҚ бөліп алудың классикалық тәсілі 
Фолликулдардың атрезиясы-бұл фолликулдың дамуының тоқтап, жойылуы 
Фолликул – эпителий жасушаларының қабатымен және дәнекер ұлпаның екі қабатымен қоршалған жұмыртқа торшадан тұратын аналық бездің құрылымдық компоненті
Фолликулдардың өсу толқыны – жыныстық цикл кезінде сиырларда доминантты және субдоминантты фолликулдердің өсу толқындары, бір цикл ішінде екі немесе үш өсу толқындары болады 
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 


































БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

АГ – агарозадан дайындалған, әдетте 3-4% гель 
AMГ - антимюллер гормоны 
АФС  - антралды фолликулдардың саны
AFP - антралды фолликулярлық популяция
ӘБ - өлшем әсер бірлігі
г-грамм
ДНҚ - дезоксирибонуклеин қышқылы 
ИФТ - иммуноферменттік талдау әдісі 
ЖШС – жауапкершілігі шектеулі серіктестік
ж.н. - жұп нуклеотид
ҚР ҒжЖОМ – Қазақстан Республикасы Ғылым және жоғарғы оқу министрлігі
ЛГ- лютеиндеуші гормон
ЭКҰ - экстракорпоралді ұрықтандыру
ФСГ- фолликул стимулдеуші гормон
IGFBP-3 – жасушалардың өсуін реттеуге қатысатын пептид
IOI - овуляция аралық интервал
DF - доминантты фолликул
CL - сары дене (corpus luteum)
IGF-II -инсулинтәрізді өсу факторы
GDF9 - growth differentiation factor 9
OPU - Ovum Pick-Up
ҚазҰАЗУ - Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университеті
мм - миллиметр
мкг - микрограмм
мкл - микролитр 
ОКК – ооцит кумулюс кешені 
ПТР - полимераздық тізбек реакциясы
РФҰП  - рестриктелген фрагменттер ұзындықтарының полиморфизмі 
ЭДТА -  этилендиаминтетра сірке  қышқылы 
ЭB-эстрадиол бензоаты
Р4-прогестерон
F -  тура праймер 
R - кері праймер
SNP -  (Single Nucleotide Polymorphisms), ген тізбектерінде бір азоттық негіздің екінші азоттық негізге алмасуы нәтижесінде пайда  болған нүктелік мутация 
ТАЕ - құрамында  сірке қышқылы және  ЭДТА негізі бар, гель-электрофорез қою кезінде қолданатын трис ацетат буфері  
ТЕ – бөліп алынған ДНҚ сынамасын элюциясын жасауға қажет арнайы буфер





КІРІСПЕ

Тақырыптың өзектілігі.  Ауылшаруашылық малдардың, соның ішінде жоғары өнімді сүтті сиырлардың көбею қызметін реттеудің жан-жақты мәселелері қазіргі биология мен ветеринария саласының маңызды мәселелерінің бірі болып табылады. Аналық без күрделі генеративті және эндокриндік орган, онда фолликулдар популяциясы ішінде мыңдаған преантральды және антральды фолликулдар түзіледі. Аналық организм құрсағында даму кезінде пайда болған фолликулдар преантралді, ал олар біраз өскен соң антральды фолликулдар деп аталады, осы өсіп дамудың барлық кезеңі фолликулогенез деп аталады [1].
Ірі қара малдағы фолликулалардың өсуі эстралдық циклдің соңында түпкілікті жетілу және овуляция қабілетіне ие болатын жалғыз доминантты фолликуланы таңдаумен аяқталады. Бір эстралдық циклдегі фолликулярлық толқынның саны және сиырлардағы доминантты фолликулды таңдау ФСГ гормонының қысқа мерзімді жоғарылауына және кейіннен ФСГ секрециясының төмендеуіне байланысты, нәтижесінде субдоминантты және доминантты фолликулалардың дифференциациясы пайда болады [2]. 
Сиырларда жыныстық цикл кезінде фолликулалардың диаметріне байланысты фолликулалардың өсуінің екі немесе үш толқыны болатыны анықталды: диаметрі 2-5 мм және 5-8 мм болатын өсу сатысындағы фолликулдар және диаметрі 8 мм-ден асатын доминантты фолликулдар атрезияға ұшырайды. Әдетте өсу сатысындағы фолликулалардың саны 10-15-ке жетеді, атрезияға ұшырайтын фолликулалар  4-5 және бір фолликул доминантты болады және овуляцияға ұшырайды [3]
Сүт қоректілердегі эстрогендер көбеюді, сүт безінің дамуын, жасушалардың өсуі мен дифференциациясын реттеуде маңызды рөл атқаратыны белгілі, сондықтан эстрогендік рецепторлардың ERα гендері ірі қара малдағы өнімділіктің жарамды  ДНҚ маркерлері болып табылады. 2004 жылы геномның толық геномдық реттілігі нәтижесінде геннің 5'- фланкирлеу  бөлігінде жаңа SNP полиморфизмі анықталды, онда BglI рестриктазасы арқылы анықтауға болатын бір нуклеотидті A→G алмастыру орын алды [4].
Ірі қара малдағы Growth Differentiation Factor 9 (GDF9) гені 7 хромосомада орналасқан, аталған геннің экспрессиясы сиырлардағы фолликулалардың өсуі мен овуляция процестерін реттейді, сондықтан ғалымдар берілген SNP полиморфизмін репродуктивті маркердің ДНҚ-сы ретінде пайдалануды ұсынады. GDF 9 генінің II экзондық бөлігінде A=T (1109) және G=A (1133) деп аталатын екі SNP полиморфизмі бар. Бір қызығы, дизиготикалық егіз және бір ұрықты сиырларда генотиптердің таралуы A→T (1109) SNP полиморфизмінде, дизиготикалық егіз жануарларда гомозиготалы ТТ генотипі болған (10 бас, 66,6%), бір ұрықты сиырларда АА генотипі бар жануарлар басым болған (13 бас, 86,6 %) [5].
Мал шаруашылығында прогестерон, простагландин F2α сияқты әртүрлі гормондарды және олардың эстроген және гонадотропинді бәсендету гормоны (GnRH) сияқты басқа гормондармен әртүрлі комбинацияларын пайдалануға негізделген эстралдық циклді синхрондау бағдарламаларының алуан түрі бар.  Дегенмен, эстралдық циклді синхрондау хаттамасын таңдау арқылы басқару мүмкіндіктері мен фермерлердің жұмысына негізделуі керек. Эстралдық цикл синхронизациясына тек простагландин F2α инъекциясы арқылы қол жеткізуге болады, бірақ бұл сиырлардың аналық безінің күйін дұрыс анықтауды талап етеді, өйткені простагландин F2α эстралдық циклдің 8-17 күндері аралығында сары дененің қызметі белсенді болған кезде ғана күшейтеді. Прогестерон ұрықтану қабілетін  14%-ға дейін төмендетуі мүмкін, бірақ прогестеронның қысқа мерзімді әсері (14 күннен аз) созылады [6]. Диссертациялық жұмыста теориялық және практикалық тұрғыдан аса маңызды эстралдық цикл ішінде сиырларда доминантты және субдоминантты фолликулдер өсу динамикасы мен өсу толқындары, өсіп өну қызметімен байланысты ДНҚ маркерлердің аассоциативті байланыстары зерттеледі. 
Зерттеулердің мақсаты:
Алматы облысы, Талғар ауданы, «Байсерке-Агро» сүт фермасы жағдайындағы голштин тұқымды сиырлардың аналық бездерінде доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу толқындары мен динамикасын зерттеу, доминантты фоликулдің өсуін қамтамасыз ететін гормондардың бірі – эстрадиол гормонының динамикасын анықтау және репродуктивтік қызметпен байланысты Erα рецепторы және GDF9 ген локустары бойынша генотиптеу жұмыстарын жүргізу, осы гендер аллелдерінің репродуктивтік қызметпен байланысын анықтау болып табылады. 
Зерттеудің міндеттері:
1. «Байсерке-Агро» сүт фермасы жағдайында зерттеу тобындағы голштин тұқымды сиырлардың бір эстралдық циклында олардың аналық бездеріндегі доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасын және өсу толқындарын 48 сағат аралықпен УДЗ тәсілімен зертеу; 
2. Зерттеу тобындағы сиырларының қан сарысуындағы эстрадиол гормонының концентрациясын овуляцияға дейінгі кезеңде және репродуктивті циклдің әртүрлі кезеңдерінде ИФТ әдісімен зерттеу; 
3. Зерттеу тобындағы сиырлардың  қан үлгілерінен ДНҚ бөліп алу, алынған ДНҚ сынамаларының сапасын горизонталдық электрофорез әдісімен және нанодроп қондырғысының көмегімен ДНҚ сынамаларының сапасын зерттеу;  
4. «Байсерке-Агро» ЖШС шаруашылығындағы 120 бас сиырлардан тұратын зерттеу тобын құру және олардан қан үлгілерін алу, сынамалардан ДНҚ бөлу, оларға Erα  ген локусы бойынша ПТР-РФҰП тәсілімен зерттеу;
5. Зерттеу тобындағы сиырлардың  Erα рецепторы локусы бойынша генотиптеу нәтижелері алынған соң, осы локус бойынша генетикалық варианттардық репродуктивтік қызметпен байланысын зерттеу;
6. «Байсерке-Агро» ЖШС шаруашылығындағы зерттеу тобындағы сиырлардан қан үлгілерін алу, сынамалардан ДНҚ бөлу, оларға GDF9 ген локусы бойынша SNP A625T/DRAI полиморфизмін ПТР-РФҰП тәсілімен зерттеу;
7. Зерттеу тобындағы сиырлардың  GDF9 ген локусы бойынша генотиптеу нәтижелері алынған соң, осы локус бойынша генетикалық варианттардық репродуктивтік қызметпен байланысын зерттеу;
8. Байсерке-Агро» сүт фермасында сиырларға жыныстық циклін стимулдеудің түрлі нобайларының тиімділігін зерттеу.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы. Диссертациялық жұмыс көлемінде алғаш рет голштеин тұқымдас сиырларында эстралдық цикл ішінде аналық бездерде доминантты және субдоминантты фолликулдердің өсу динамикасы мен өсу толқындары зерттелген, сиырлардың  Erα,  GDF9 ген локустары бойынша генотиптеу жұмыстары жүргізіліп, аталған локустар бойынша генетикалық варианттардың зерттеу тобындағы сиырларда таралуы, ген локустары бойынша аллелдердің  репродуктивтік қызметке ассоциативтік әсері анықталған, сонымен қатар ген тепе теңдігі,  χ2 көрсеткіштері зерттелген. 
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),  «Ет бағытындағы асыл тұқымды жануарларда жасырын генетикалық кемтарлықтарға мониторинг жүргізу»,  тақырыбы бойынша ҚР ҒжЖОМ гранттық қаржыландыру жобасы,  ИРН АР15473095, (2022-2024 жж).
ҒЗЖ жүргізілген орны – голштеин тұқымдас сиырларында фолликулдердің өсу толқындары мен динамикасын зерттеу Алматы облысы Талғар ауданы «Байсерке-Агро» ЖШС сүт фермасында жүргізілді, генотиптеу бойынша эксперменталдық жұмыстар ҚазҰАЗУ, Қазақ-Жапон инновациялық орталығына қарасты «Жасыл биотехнология және торшалық инженерия», зертханасы жағдайында, ал қан сары суы құрамындағы эстрадиол гормонының концентрациясын ИФТ әдісімен зерттеу  «Акушерлік, хирургия және өсіп-өну биотехнологиясы» кафедрасының зертханасында орындалды,  Варминск-Мазур университетінің «Ветеринариялық медицина»  факультетінде (Польша, Олштын қаласы) қан сары суында эстрадиол гормонының мөлшерін анықтау әдістемесін меңгерді, Ресей Федерациясы Бүкіл Ресейлік генетика және малдарды өсіру ҒЗИ  «Молекулярлық цитогенетика» зертханасында (Ресей, Санкт-Петербург-Пушкин қаласы) қан үлгілерінен ДНҚ бөліп алу жұмыстары жүргізілді. 
Жұмыстың теориялық және практикалық маңызы. Отандық әдебиеттерге жүргізген талдау көрсеткеніндей сиырларда доминантты және субдоминантты фолликулдердің өсу толқындары мен өсу динамикасы, фолликулогенез үрдісін қамтамасыз ететін эндокриндік механизмдер толық және терең зерттелмеген. Шет ел әдебиеттеріндегі мәліметтерге сүйенсек, сиырларда эстралдық цикл кезінде фолликулдердің өсуінің екі немесе үш толқындары болады, әрбір өсу толқындарының ұзақтығы 7-8 немесе 10-11 тәулікті құрайды. Аналық бездердегі антралдық фолликулдердің өсу динамикасын зерттеу, олардың өсу толқындар санын анықтау теориялық жағынан аса маңызды болып табылады. Диссертациялық жұмыс көлеміндегі зерттеулер фоликулогенез, овуляция үрдістерінің терең эндокриндік механизмдерін ашуға мүмкіндік береді. Сонымен қатар зерттеу тобындағы сиырларда репродуктивтік қызметпен байланысты Erα,  GDF9 ген локустары бойынша генотиптер анықталды және осы популяцияда гендік тепе-теңдік дәрежесі зерттелді, аталған ген аллелдерінің жыныстық қызметке ассоциативтік әсері зерттелген. 
  Диссертациялық жұмыстың тәжірибелік маңызы – өндіріс жағдайында сиырларда доминантты және субдомнинантты фолликулдердің өсу динамикасын білу, оларда эстралдық циклді синхрондау тәсілдерін оңтайландыруға, жыныстық қызметті белсендендірудің  қолайлы нобайларын құрастыруға мүмкіндік береді. Ал, Erα,  GDF9  ген локустары бойынша генетикалық варианттарын анықтау, осы ген аллелдерінің репродуктивтік қызметке әсер етуі, сол ген локустарын репродукивтік қызметтің ДНҚ маркерлері ретінде пайдалануға мүмкіндік береді. 
Патенттік зерттеулер туралы мәліметтер және қорытындылары. Диссертациялық жұмыстың тақырыбы бекітілу алдында ҚР ҰҒТАО ғылыми - техникалық және нормативтік құжаттарына патенттік ізденістер жүргізіліп, талдау жасалды. ҚР Әділет министрлігінің зияткерлік меншік құқығы жөніндегі комитетінің, Ұлттық зияткерлік меншік институтынан  4 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, «Голштеин тұқымдас ірі қара малында HH1 ұрықтандырғыш гаплотипін тасымалдаушыларды ПТР-РФҰП талдау тәсілімен анықтау әдісі»  ҚР өнертабыс патенті 36047 ҚР, 13.01.2023 ж,  «Голштеин тұқымдас ірі қара малында HH3 ұрықтандырғыш гаплотипін тасымалдаушыларды T-ARMS-PCR реакциясымен балау әдісі» ҚР өнертабыс патенті 36458 ҚР, 2023 жыл, «Ірі қара малында CXCR1 ген локусы бойынша генотипін птр-рфұп талдау тәсілімен анықтау әдісі» ҚР өнертабыс патенті 36483 ҚР, 13.01.2023 ж, 2018 жыл «Ірі қара малында (Brachyspina Syndrome) брахиспина синдромын полимераздық тізбек реакциясымен анықтау тәсілі», ҚР пайдалы модель  патенті 5479, 2020  жыл. 
Зерттеу жұмыстарының нәтижелерін ендіру. Ғылыми зерттеу жұмыстарының доминантты және субдоминантты фолликулдер өсу толқындары бойынша нәтижелері «Ветеринариялық медицина» мамандығы бойынша оқу үрдісінде, специалитет деңгейінде «Ветеринариялық акушерлік» пәнінен қолданыста, Erα,  GDF9  ген локустары бойынша генотиптеу нәтижелері «Ветеринариядағы молекулярлық-генетикалық балау әдістері»  таңдау пәнінен  зертханалық сабақтарды жүргізуге 5В120100 – «Ветеринарная медицина» мамандығы  бойынша студенттерге  арналған әдістемелік құралы оқу барысында зертханалық сабақ жүргізуге қолданылады. Сиырларда доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасы мен толқындары туралы алынған нәтижелер «Байсерке-Агро» сүт шаруашылығында сиырларда жыныстық циклді синхрондау нобайларын құрастыру барысында қолданылады. 
Қорғауға ұсынылған негізгі қағидалар:
- Сүт фермасы жағдайында голштин тұқымды сиырларында УДЗ қондырғысының көмегімен (48 сағат аралықпен) жүргізілген доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасы мен өсу толқындары жөнінде алынған мәліметтер, өсу толқындарының ұзақтығы, фолликулдардың өсу динамикасы, фолликулдардың диаметрі мен көлемі туралы нәтижелері;
- Молекулярлық-генетикалық әдістерімен ПТР, ПТР-РФҰП тәсілдерімен  Erα эстрогендік рецептор, GDF9 ген  локустары бойынша генотиптеу үшін ДНҚ сапасын анықтау, праймерлер дизайын жасау, рестрикция жүргізу  жұмыстарының нәтижелері;
- «Байсерке Агро» сүт фермасындағы сиырларға жүргізілген Erα эстрогендік рецептор локусы бойынша генотиптеу жұмыстарының, генетикалық варианттарының таралуы, гендік тепе-теңдік, ген аллельдерінің өсіп-өну қызметімен корреляциялық байланыстар нәтижелері;
-  «Байсерке Агро» сүт фермасындағы сиырларға жүргізілген GDF9 гені локусы бойынша генотиптеу жұмыстарының, генетикалық варианттарының таралуы, гендік тепе теңдік, ген аллельдерінің өсіп өну қызметімен корреляциялық байланыстар нәтижелері;
-  Сиырларда Erα, GDF9 ген локустары бойынша түрлі генотиптегі сиырлардың репродуктивтік қызметіне жүргізілген талдау нәтижелері, соның ішінде ұрықтану индексі, қолдан ұрықтандырғаннан кейін 58-і тәулікте қайта күйлеп келу индексі нәтижелері;
-  доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу толқындарын ескере отырып сиырларда эстралық циклді синхрондаудың тиімділігі туралы.  
Зерттеу нәтижелерінің сынақтан өтуі. 
Диссертацияның материалдарына сәйкес 24 ғылыми еңбек жарияланды, 1 мақала  «International Journal of Veterinary Science»  журналында «Results of Ultrasound Studies of the Growth Dynamics of Dominant,Subdominant Follicles and Determination of Estradiol Concentration in thePreovulatory Period in Cows», ISSN 2304-3075, 2305-4360, 2023, Vol.12, No. 5,  36 pp. 680-689, Scopus  базасына енген, Қазақстан Республикасының өнертабыстарына арналған 4 патент және Қазақстан Республикасының пайдалы моделіне арналған 1 патент,  ҚР БҒМ Білім және ғылым саласындағы бақылау комитетінің тізімінен республикалық ғылыми журналдарда 3 мақала:
- Ахмет Байтұрсынов атындағы Қостанай өңірлік университеті «3i: intellect, idea, innovation - интеллект, идея, инновация». - 2023. – № 2. - С. 147-154.
- Орал қаласының Жәңгір хан атындағы университететінің «Ғылым және білім» журналында. -  2023. - №2-2 (71). – С. 121-129.
- Орал қаласының Жәңгір хан атындағы университететінің «Ғылым және білім» журналында 1-бөлім. 2023. – № 4-1 (73). - С. 182-193.
Диссертация нәтижелерінің жариялануы.
- Зерттеу нәтижелері Scopus деректер базасына кіретін және импакт факторы бар халықаралық «International Journal of Veterinary Science»  ISSN 2304-3075, 2305-4360, 2023, Vol. 12, No. 5,  pp. 680-689,  ғылыми журналында мақала жарияланды. (Файсалабад- Пакистан, 2023 ж).
Диссертациялық жұмыстың құрылымы мен көлемі.  Диссертация 125 бетте компьютерлік мәтінде, ол келесі бөлімдерден тұрады: анықтамалар, бeлгілeулeр мeн қысқартулар, кіріспе, әдебиетке шолу, зерттеу әдістері мен материалдары, зерттеу нәтижелері, зерттеу нәтижелерін  талқылау, қорытынды, тәжірибeлік ұсыныстар, қолданылған әдебиеттер тізімі, соның ішінде 204 отандық және шетелдік авторлардың еңбектері және қосымшалар. Диссертация материалдары 23 кестемен және 26 суреттермен безендірілген.




































1 ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ

1.1 Овогенез, сиырларда доминантты, субдоминантты фолликулдердің өсу динамикасы, өсу толқындары  және эндокриндік механизмі
Шет елдік ғалымдардың келтірген мәліметтері бойынша барлық антралды фолликулдарда ооциттер бар және транскрипциясы тоқтаған фолликулдар, егер олар қысқа уақыт ішінде овуляцияға ұшырамаса, одан шыққан ооциттер сапалы эмбрион бермейді [7]. Фолликулдарды жіктеу - фолликулдардың дамуы мен олардың атрезиясын анықтауда аса маңызды. Жалпы базальды атретикалық фолликулдардың антральды атретикалық фолликулдардан үлкен биологиялық айырмашылықтары бар, диамтері  >5мм төмен фолликулдарда тек антральды атрезия болады [8]. Атап айтқанда, фолликулдардың өсуі ооцит-гранулезатеканың өзара әрекеттесуімен қатаң реттеледі. Қалыпты фолликулогенез үрдісі үшін ерте экспрессияланған гендер кластері қажет [9]. Сиырлардың өсіп келе жатқан лютеиндік және преовуляторлық фолликулдардағы адипонектин концентрациясының динамикалық өзгерістерін зерттеу маңызды, лютеиндік фазадағы және фолликулярлық фазадағы қан сарысуындағы адипонектин концентрациясы фолликулдардың барлық түрлеріндегі фолликулярлық сұйықтықтағы адипонектин концентрациясынан жоғары болғанын көрсеткен (р<0,05) [10]. 
Соңғы жылдары сүтқоректілердегі овуляция үдерісінің механизімін түсіндіре алатын ақпараттар пайда болды, атап айтқанда, пісіп жетілген фолликулдағы овуляция: ооцит-кумулюс кешені (OКК) жасуша қабырғасынан ажырап аналық безден шығуы, ооцитте мейоздың қайта басталуы және гранулеза жасушаларында лютеиндену (фолликуланың сары денеге айналуы) сияқты үш кезеңнен тұратын жоғары ұйымдастырылған үрдіс екені белгілі болды  [11]. 
Сонымен, ғылыми әдебиеттердегі деректер бойынша аналық жыныстық бездердің фолликулярлық қоры ірі қара малдың ұрықтанғыштығымен тікелей байланысты. Шет елдік ғалымдардың пайымдауынша малдың азықтандырылуы және оның денсаулығы, эндокринді жүйені бұзуы мүмкін эстрогендік химиялық заттар іштөлдік өміріндегі аналық жыныстық бездерінде құрылған фолликулярлық қорға ықпал етеді [12].
Антральдық фолликулдар саны (АФС) дегеніміз-ол аналық жыныстық бездердегі ультрадыбыстық зерттеу кезінде көзге көрінетін фолликулдар саны. Антральдық фолликулдар саны әдетте, бір малдың өзінде ақ жиі өзгеріп тұрады. Соңғы онжылдықта шет елдік ғалымдардың көз қарастары бойынша антральдық фолликулдар саны (АФС) жоғары малдарда ұрықтанғыштықтың биологиялық маркері болып саналды [13]. Қолдан ұрықтандыру кезеңінде аналық жыныстық бездерінде әр түрлі антральдық фолликулдар саны, бар Нелоре тұқымды сиырлардың фолликулярлық динамикасын және ұрықтану деңгейін анықтау бойынша жүргізілген зерттеулер нәтижелері бірқатар қарама-қайшылықтарды көрсеткен. Ұрықтану көрсеткіші бойынша жүргізілген талдау G-төменгі топтағы, яғни антральдық фолликулдар саны аз сиырларда ұрықтану көрсеткіші G-жоғары және G-орта топтағы сиырларға қарағанда едәуір жоғары болған [14]. 
Бұл тұрғыда аналық жыныстық безде болатын фолликулдардың популяциясын көрсететін антральды фолликулдардың саны ұрғашы малдың ұрықтанғыштығымен байланысты және эмбриондардың in vivo және in vitro өнімділігімен тығыз байланысты маңызды фенотиптік сипаттама ретінде көрсетілген. Бірнеше зерттеулер нәтижелері бойынша АФС жоғары малдарда, АФС орташа және АФС төмен деңгейлі малдармен салыстырғанда эмбрион өнімділігі жоғары болғаны айтылған [15]. Аналық жыныстық бездің фолликулдары-ооцит және онымен байланысты жасушалары бар уақытша құрылымдық-функционалдық кешен ретінде ұрғашы организмнің репродуктивті циклін және ұрықтанғыштығын анықтайды. Аналық жыныстық бездің қызметі гормондар мен өсу факторларының қатаң бақылауында болады және ол ауто-, пара- және эндокриндік механизмдермен реттеледі [16]. 
Шет елдік ғалымдардың сиырларды қолдан ұрықтандыру кезеңінде олардың антральдық фолликулдардың санының, дене бітімі жағдайының (BCS)  байланысын анықтау бойынша зерттеу жүргізілген. Талдау үшін сәйкесінше антральдық фолликулдар саны АФС бойынша (төмен, орта және жоғары), BCS көрсеткіші бойынша (артық салмақ, қалыпты, арық) көрсеткіштері алынған. Сонымен, жалпы ұрықтану жиілігі 50% және бұл АФС жіктелуімен (төмен 52,6%, орта 50,9%  және жоғары 45,4%),  BCS (артық салмақ 44,0%, сақтаған 54,3% және жоғалтқан 37,5%) байланысты (Р>0,05) екенін көрсеткен  [17]. Басқа ғалымдардың зерттеулерінде антралдық фолликулдер санының сиырлардың тұқымымен байланысы бар екендігі көрсетілген  [18]. 
	Құнажындардың қан плазмасындағы антимюллер гормонының (АМГ) концентрациясы мен ұрықтанғыштық арасындағы байланысты анықтау бойынша жүргізген зерттеулерінің нәтижелері қанда антимюллер гормонының (АМГ) концентрациясы жоғары болған малда антральдық фолликулдар саны (АФС) көп, доминанттық фолликулдар кішкентай, овуляциялық жауап төмен болған және мұның буаз болу жетістігімен байланысы болмағанын және керісінше, АМГ деңгейі төмен малдарда жыныстық циклді сәйкестендіру хаттамасының соңына қарай доминанттық фолликулдар едәуір үлкен және овуляциялық жауап күштірек болған айтады [19]. 
	Азықтандырылуы, күтіп-бағылуы бірдей жағдайдағы ірі қараның әртүрлі тұқымды құнажындарының аналық жыныстық бездеріндегі фолликулдардың өсу динамикасы және эндокриндік көрсеткіштерін салыстыру мақсатында жүргізген зерттеулерінің қорытындысы бойынша әр түрлі тұқымдағы құнажындардың эстралдық циклында фолликулдардың дамуында және эндокринологиясында әр генетикалық топқа тән өзгешеліктері болатыны көрсетілген [20]. Ірі қара, шошқа, қой және адамдар сияқты сүтқоректілер жұмыртқалықтарында белгілі бір саны бар фолликулдары мен жұмыртқа жасушаларымен туады, олардың саны есейген сайын азаяды және ешқашан толықтырылмайды [21]. 
	Жүргізген зерттеулерінің  нәтижелері жазғы кезеңде ұрықтандырылған сиырларда  антимюллер гормоны (АМГ) мен антралдық фолликулдар саны (АФС) деңгейі (419,27±22,81 пг/мл және 9,32±0,42 фолликул) қысқы кезеңде ұрықтандырылған сиырларға қарағанда (634,91±47,60 пг/мл и 11,84±0,46 фолликул) төмен болғанын мәлімдейді  [22]. 
Зерттеу нәтижелері бойынша, екі және үш фолликулдардың өсу толқыны болған сиырларда орташа овуляция аралық интервал (IOI) сәйкесінше 19,48±0,94 және 20,86±2,14, қандағы прогестерон (Р4) деңгейі сәйкесінше 2,01 нг/мл және 0,88 нг/мл болғаны анықталған  [23, 24]. Преантральдық фолликулдардың динамикасын анықтауға арналған ғылыми зерттеулер примордиалдық фолликулдардың белсенділенуіне және олардың дамуына ықпал ететін кең спектрлі гормоналдық факторлар бар екенін көрсетеді  [25].
Эстралдық цикл кезінде бір немесе бірнеше овуляторлық фолликулдар дамиды. Ірі қараның аналық жыныстық бездерінде фолликулдардың екі-үш өсу толқындары болады және олардың соңғысы овуляциямен аяқталады. Әр өсу толқынында бірнеше антралдық фолликулдар әрі қарай даму үшін таңдалады, бірақ фолликулдарды таңдап алу механизмі белгісіз [26]. Тәжірибе жүргізген 15 бас енекелердің эстралдық циклдарында фолликулдардың өсу толқындарында (n=1; 5,89%), екі (n=14; 82,35%) немесе үш (n=2; 11,76%) және сары денелерінің көлемінде (максималды диаметрі 19,58±4,16 мм және 17,74±3,32 мм сәйкесінше) айтарлықтай айырмашылықтар болмағанын мәлімдейді [27]. Сиырларда туғаннан кейін 60 күн ішінде фолликулдардың даму көрсеткіштері өсу толқынының ретіне, бірінші овуляцияға, фолликулярлық күлдіреуіктің бір мезгілде болуына немесе болмауына қатысты жүргізілген зерттеу нәтижелері алынған, Фолликулдардың өсу толқынының ырғақтылығы барлық сиырларда бірдей болатын көрсетті [28]. 
Медициналық әдебиетте әйелдерде менструалдық цикл кезінде антральдық фолликулдардың бірнеше өсу толқындары дамитынын көрсететін мәліметтер көптеп кездеседі. Антральдық фолликулярлық толқындар динамикасының негізінде жатқан эндокриндік және паракриндік механизмдер туралы ақпараттар алуға мүмкіндік береді [29]. Сиырларда суперовуляция жасау барысында эмбриондардың өнімділігі, сапасы және даму сатысы параметрлері мен АМГ деңгейі арасында оң  корреляция бар екені анықталған [30].
Сиырлардағы антимюллер гормоны (AMГ) фолликуллдар популяциялардың эндокриндік маркері және аналық жыныстық бездердің суперовуляцияға реакциясының ықтимал болжаушысы ретінде пайдалану мүмкіндігі зерттелген [31].
Ультрадыбыстық зерттеулердегі жетістіктер аналық жыныстық бездердің белсенділігін, жатырдың инволюциясын, жатыр түтіктері және туғаннан кейінгі ірі қара малдың репродуктивтік жолының басқа сегменттерін балауға  мүмкіндік береді  [32]. 
Жануарлардағы фолликулдардың қызметін түсінудегі маңызды жетістіктер туралы консенсусттерге – келесі ұғымдар: гендердің құндылығы, іштегі төлдің аналық безінің даму, аналық жыныстық бездердегі үдерістерді реттеуші ретінде антимюллер гормоны деңгейінің жоғарылауымен байланысы, тека жасушаларының маңызы, фолликулярлық сұйықтықтың ооциттердің сапасын анықтайтын микроорта ретіндегі маңыздылығы, фолликулдың дамуының ұрықтанумен байланысы [33].
Эстралдық циклда кезінде фолликулдар дами бастайды, бірақ олардың белгілі бір мөлшерінде ғана овуляцияға ұшырайды. Бірақ осы овуляция болуының физиологиялық механизмі белгісіз және осы механизм қосымша зерттеулерді қажет етеді [34].  Фолликулогенез үрдісі ооциттердегі терең өзгерістерді және олардың гендерінің экспрессия деңгейін, гранулеза жасушаларындағы маңызды модификацияларды қамтиды. Ірі қара малында моновуляторлық түрлердегі фолликулогенездің соңғы кезеңдеріндегі ген экспрессиясының динамикасын талдау мүмкіндігі аналық без физиологиясына жаңа және байытылған көзқарасты қамтамасыз етеді [35]. Канадалық ғалымдардың жұмыстарында: айналымдағы антимюллер гормонының (АМГ) концентрациясының өзгеруі, алғашқы қолдан ұрықтандыруға  дейін буаздықты болжайтын оңтайлы АМГ мөлшерін зерртеу,  АМГ және ұрықтанғыштық арасындағы байланысты анықтауды жүргізген [36].
Сиырлардан қан үлгісі эстралдық цикл кезінде тікелей қолдан ұрықтандыру алдында АМГ талдауы үшін алынды. Зерттеу барысында қан плазмасындағы AMГ ең жоғары концентрациясы құнажындар тобында анықталды. AMГ концентрациясы сиырлардың жасына қарай төмендеді. AMГ концентрациясы буаз сиырларда қысыр сиырларға қарағанда жоғары болған [37]. Сиырларда антимюллерлік гормон мөлшері, антральды фолликул популяцияларымен мен кандидат гендердің арасындағы байланыстар зерттелген. Сиырларда овуляция, ұлпалардың қайта қалпына келуі және иммундық жүйе сияқты маңызды биологиялық процестермен байланысты әртүрлі кандидат гендер анықталған [38]. 
Бүгінгі таңда антральды фолликулярлық популяция және антимюллерлік гормон концентрациясы арасындағы корреляция белгілі. Ғалымдар қан сарысуында анықталатын AMГ концентрациясын оларда антралдық фолликулядар популяциясының санын анықтауға болжам ретінде пайдалануды ұсынады [39]. Тікелей антральді фолликулдар саны немесе эндокриндік маркерлер арқылы бағаланатын аналық бездегі фолликулдар популяциясының мөлшері ірі қара малдағы репродуктивті биотехнологиялардың сәттілігін анықтауға көмектеседі. Сонымен қатар, бірқатар соңғы мәліметтерге сәйкес айналымдағы AMГ деңгейінің ұрықтанғыштықпен сәйкестігін анықтауға мүмкіндік берді [40].
Колумбияның тропикалық жағдайында жергілікті тұқым сиырларында фолликулдардың өсу динамикасын, сары дененің дамуын және оның кері дамуын зерттеу жүргізілген. Жұмыртқалықтарында фолликулдардың үш өсу толқындары тіркелген және олардың арасында үлкен  айырмашылықтар болмаған [41]. Осы уақытқа дейін медицинада жүргізілген зерттеулер мынадай тұжырымдамаларға әкелді: фолликулдардың дамуы менустралдық циклі кезінде толқынды түрде жүреді, бір цикл толқындарының саны цикл ұзындығымен оң корреляцияда болады, доминантты фолликулды таңдау әр циклда болуы мүмкін, доминантты фолликулдың эндокриндік ортада ФСГ төмендеуімен және ЛГ жоғарылауымен өсуін жалғастыруға мүмкіндік береді [42]. Жұмыртқалықтар репродуктивті жүйеде маңызды рөл атқарады, онда экзокриндік (немесе гаметогендік) функция ұрықтандыру үшін ооциттердің жетілуі мен бөлінуін жүзеге асырады. Эндокриндік (немесе стероидогендік) гормондар мен өсу факторларының синтезіне, секрециясына әсер етеді. Көптеген фолликулдер овуляцияға жетпейді, бұл фолликулдар фолликулярлық атрезияға ұшырайды  [43].
Сиырларда репродуктивтік қызметті реттейтін және қабыну үрдісіне қарсы тұру қабілетін реттейтін келесі ген локустары интерлейкин - IL-1Β, IL-1RA, IL-1RI, IL-1RIII, IL-4, IL-8 бойынша зерттеулер жүргізу теориялық және практикалық тұрғыдан аса маңызды екені белгілі [44]. Ооциттер дамуының әртүрлі аспектілері және бұл процесстің көптеген молекулалық қатысушылары сүтқоректілерге ортақ, бірақ филогенез және эксперименттік мәліметтер түрлік тәнділікті көрсетеді [45]. Ветеринарияда соңғы жылдары аналық бездердегі фолликулдардың өсу динамикасын, қан жүру жылдамдықтарын, сары денедегі тамырлардың васкуляризация деңгейлерін зерттеуге доплер УДЗ қондырғыларын қолдануда [46].  
Фолликулдың диаметрінің өзгеруі фолликулалық іріктеудің негізгі морфологиялық көрінісі ретінде анықталған, алайда бұл негізге әкелетін және жеке фолликулалық жетілу арасындағы вариацияны реттейтін гормондардың механизмдері әлі де түсініксіз. Осы мақсатта қан  айналымдағы ФСГ, ЛГ гормондарының концентрациясының өзгеру динамикасы зерттелген [47].
Доминантты фолликулды таңдау морфологиялық тұрғыдан болашақ доминантты фолликул (F1) мен болашақ ең үлкен бағыттағыш фолликул (F2) арасындағы диаметрдің ауытқуымен көрінеді. Доминантты және субдоминантты фолликулдердің өсуін қадағалайтын гормондар, ФСГ және прогестерон гормондарының секрециясымен тығыз байланыста [48].
Өсіп келе жатқан фолликулалар тобынан бір доминантты фолликулды таңдау бірегей биологиялық үрдіс. Фолликулярлық өсу және овуляция тудыратын фолликулалардың саны дәл эндокриндік, паракриндік және автокриндік механизмдермен реттеледі. Жақында анықталған ірі қара мал генотипі Trio BMP15/GDF9 сигналдық жолының жасушаішілік тежегіші SMAD6 экспрессиясының жоғарылауын тудырады [49].
Осы жылдар ішінде фолликулярлық өсуді бақылайтын негізгі факторларды, соның ішінде ФСГ, ЛГ рөлін анықтау бойынша көп жұмыстар жүргізілген. Бұл факторлар доминантты фолликулдың өсуіне, ал бағынышты фолликулдардың регрессиясына мүмкіндік береді. Доминант фолликул өсу фазасына енеді, содан кейін бұл өсу фолликул максималды мөлшеріне жеткенде баяулайды. Өсіп келе жатқан және өспейтін доминантты фолликулалар арасындағы ген экспрессиясындағы айырмашылықтар байқалады [50].  
Ірі қара малдарда аналық безінің даму динамикасы және оның қоректік заттар мен қоршаған орта әсерлеріне сезімталдығы, аналық бездегі үрдістерді реттейтін антимюллерлік гормон деңгейінің жоғарылауына сәйкес келетін аналық без фолликулының резерві, тека жасушаларының әртүрлі және маңызды рөлдері, овоциттердің сапасын анықтайтын микроорта ретіндегі фолликулярлық сұйықтықтың маңыздылығы зерттелген  [51].  
Прогестеронның (Р4) бөлінуіне байланысты сары дене (CL) қалыпты циклділік үшін ғана емес, сонымен қатар буаздықтың жалғасуы үшін де маңызды. Лютеолиз P4 синтездеу және секрециялау қабілетінің жоғалуы ретінде анықталады, содан кейін лютеинді жасушалар ақ денеге айналады. Фолликулдердің өмір сүру механизмдері бұзылып, лютеиннің өміршеңдігін азаяды. Лютеолиз басталғаннан кейін пайда болатын жатырдың ФСГ импульстары жергілікті лютеолиздік факторлардың жоғарылауын тудырады, бұл одан әрі лютеолизге ықпал етеді [52].  
Сары дене (CL) овуляциядан кейін пайда болады, бұл буаздықты қамтамасыз ететін маңызды гормон-прогестерон түзеді. Сүтті және етті бағыттағы ірі қара малдың төлсіздігі және жеткіліксіз ұрықтанғыштығы  жыл сайын өндірушілерді экономикалық шығындарға әкеледі [53]. 
Күйіс қайыратын жануарларда лютеолиздің басталуы механизмдері анық зерттелмеген. Лютеолиз уақытының қызметі ретінде эндометрия генінің экспрессиясының динамикасын және байланысты mRNA өзгерістерін бағалау үшін қолданылған. Прогестерон рецепторларымен 1 және 2 эстрадиол рецепторларына арналған эндометриялық мРНҚ жоғары болды, содан кейін екі және үшінші жетілу кезеңі бірдей төмендеді. Окситоцин рецепторларының мРНҚ фолликулдардың жетілу кезеңінде ертерек өсті [54].  
	Бұл зерттеу ингибинге қарсы иммундау арқылы сауын сиырларының ұрықтанғыштығын арттыру мүмкіндігін зерттеу үшін жүргізілді. Иммундеу сонымен қатар бастапқы ұрықтандырудан кейінгі 14-ші күні буаз сиырларда плазмалық интерферон (IFN)-τ концентрациясын арттырған. Қорытындылай келе, ингибинге қарсы бір рет иммундеу лютеальды дамудың бұзылуына қарамастан, сиырлардың ұрықтанғыштығын жақсартуы ықтимал [55].  
Сүтті мал шаруашылығының төмен рентабельділігінің, сондай-ақ сүтті сиырлардың көбею көрсеткіштерінің төмендеуінің негізгі себептері репродуктивті органдарының туғаннан кейінгі патологиялары (жатырдың субинволюциясы, эндо-миометрит) болып табылады, әрі қарай ұрықтанғыштықтың, сүт өнімділігінің төмендеуімен және жануарларды мерзімінен бұрын жарамсыздықа шығарады. Сонымен, ғалымдар туғаннан кейінгі кезеңнің 4-ші күні әрқайсысында 10 бастан тұратын эксперименттік топтар құрған, клиникалық сау (I топ) және туғаннан кейінгі жіті эндометритпен (II топ) ауыратын сиырлар болған. Ауру сиырларда туғаннан кейінгі кезеңде сары дене гормоны прогестерон жоғары болған 31,60 нМ/л (сау сиырларда 2,13 нМ/л) ал эстрадиол төмен болған Е2-22,50 пг/мл (сау сиырларда 51,30). Мұндай гормоналды көрсеткіштер жыныс мүшелерінің инволюция уақытының артуына, туғаннан кейінгі кезеңдегі сиырлардағы эстралдық циклдің қалпына келу мерзімінің артуына себеп болды, бұл эндометриядағы дегенеративті-регенеративті үдерістердің баяулауына әкелді. Эндометритпен ауыратын сиырларда лохидің бөліну мерзімі 5,00 (р<0,01) күнге, жатырдың инволюциясының ұзақтығы 11,90 (Р<0,01) күнге, туғаннан ұрықтандыруға дейінгі уақыт 16,8 (Р<0,01) күнге ұлғайған [56].
Басқа зерттеулерде ғалымдар қан сарысуындағы прогестерон құрамын талдауды қатты фазалы РИА (Coat-a-count Progesterone; Diagnostics Products Corporation) жиынтығын қолдану арқылы жүргізген. Талдаудың сезімталдығы 0,008 нг/мл құрады, зерттеулер ішіндегі және арасындағы вариация коэффициенттері сәйкесінше 7,2% және 4,2% құрады. Әр түрлі доминантты фолликулдары бар сиырлардың қан сарысуындағы эстрадиол гормоны овуляторлық уақытқа дейінгі және одан кейінгі кезеңде өзгеруі байқалады. Сонымен, доминантты фолликулдардың санының артуы зерттелген сиырлардың қан сарысуында эстрадиолдың жоғарылауы байқалады [57].
Авторлар, қан сарысу үлгілеріндегі эстрадиол концентрациясын анықтау Kulick et al жұмысында сипатталған процедураға сәйкес жүргізілді, талдаудың орташа сезімталдығы 0,15 пг / мл, сондай-ақ талдаулар ішіндегі және арасындағы вариация коэффициенттері 6,4% - дан 4,3% - ға дейін болды [58]. 
Жыныстық цикл кезінде сиырлардың қанындағы 17-β эстрадиол гормонының деңгейі доминантты фолликулалардың өсу қарқынына байланысты өзгеретіні белгілі, сондықтан сиырлардағы эстрадиол гормонының ең жоғары деңгейі 17-β (107,77 ± 55,94 пг/мл) эструс циклінің 7-10 күндерінде байқалды және фолликулдар диаметрінің 10,5 ± 0,38 мм дейін өсуімен қатар жүрді [59]

1.2 Голштеин тұқымдас сиырларында эстралдық цикл ішінде доминантты және субдомиантты фолликулдер популяциясының өсу динамикасы және оны УДЗ әдісімен зерттеу
Ірі қара малдағы фолликулярлық толқын кезінде фолликулалардың диаметрінің өзгеруінің алдында фолликулалардың жалпы өсу фазасы болатыны белгілі және бұл процесс болашақ доминантты фолликуланың өсуімен бірге жүреді, содан кейін болашақ доминантты фолликуланың өсу жылдамдығының төмендеуі байқалады. Бірінші толқынның доминантты фолликуласының максималды диаметрі 8,5 мм-ге дейін жететіні анықталды [60]. 
Бірінші фолликулярлық толқын овуляциядан кейін көп ұзамай пайда болады, ал оның доминантты фолликуласы ірі қара малдың жыныстық циклінің 8-10 күнінде дамиды. Фолликуланың өсуінің бірінші толқынының доминантты фолликуласы овуляциялық емес фолликул болып табылады, өйткені ол эструс циклінің бірінші жартысында прогестерон гормонын бөлетін сары денемен бір мезгілде дамиды. Қазіргі уақытта бірінші фолликулярлық толқын кезінде доминантты фолликуланың даму ерекшеліктері мен ауытқу механизмдері жақсы зерттелген. Алайда, өсу, фолликул қабырғасындағы қан ағымы, перифериялық қан мен фолликулярлық сұйықтықтағы жыныстық стероидты гормондардың концентрациясы, гранулоза жасушаларындағы мРНҚ мөлшері сияқты бірінші толқындық доминантты фолликуланың сипаттамалары жақсы зерттелмеген. Сонымен қатар, бірінші толқынның доминантты фолликуласы 17β-эстрадиолды синтездейді және шығарады, ал қан плазмасындағы 17β-эстрадиол концентрациясы эструс циклінің басында жоғарылайды. Демек, бірінші толқынды доминантты фолликул ірі қара малдың ұрықтандырғыштығына әсер етуі мүмкін [61]. 
Әдебиеттерде сиырлардың қан сарысуындағы прогестеронның төмен концентрациясында сиырларға адам немесе тышқан кисспептинін бір немесе бірнеше рет енгізу арқылы сиырларда доминантты фолликуланың овуляциясын индукциялау мүмкіндігі туралы ақпарат бар. Аналық безді сканерлеудің ультрадыбыстық нәтижелері және сиырлардағы доминантты фолликуланың өсуін бақылау адамның кисспептин -10 формасын қолдану құнажынларда бірінші толқынды доминантты фолликуланың овуляциясын индукциялау процесін қамтамасыз ететінін көрсетеді. Осылайша, авторлар алғаш рет адамның кисспептин-10 қысқа түрін қолдану прогестеронның төмен концентрациясында осы препаратты енгізгеннен кейін 36 сағаттан кейін таналарда доминантты фолликуланың овуляциясын тудыруы мүмкін екенін көрсетті.  Адамдардағы  Кисспептин-10 доминантты фолликуланың овуляциясын индукциялау үшін тышқан кисспептин-10 бірнеше дозаларына қарағанда жоғары тиімділікті көрсетті [62].
Тәжірибелік жануарларда фолликулдардың өсу динамикасын 5,0-7,0 МГц жиілігі бар трансвагинальды зерттеулерге арналған FUT-TVD114-7a электронды дөңес сенсорымен жабдықталған FF sonic UF-750XT ультрадыбыстық диагностикалық сканерін пайдаланып, ультрадыбыстық сканерлеу арқылы анықталды. Фолликулярлық дамуды бақылау овуляциядан (0-ші күн) келесі овуляцияға дейін екі күндік аралықпен жүргізілді. Сонымен қатар аналық бездегі фолликулдардың мөлшерін, орналасуын және санын, доминантты және субдоминантты фолликулалардың өсу фазасының басталуы мен аяқталуын өсу толқыны кезінде, доминантты және субдоминантты фолликулалардың максималды мөлшері болған күнді өсу толқыны [63].  
Бір фолликуланың бір толқындық өсуімен ет тұқымдас сиырлардың (қазақтың ақ басы, шевроле және герефорд) жыныстық циклінің ұзақтығы 19 күнді, фолликулалардың екі өсу толқыны бар сиырларда - 21 күнді, үш - 24 күнді және төрт өсу толқыны - 28 күнді құрайды. Қандағы ФСГ және жоғары прогестерон концентрациясы төмен болған кезде субдоминантты фолликулалар жыныстық циклдің 6-10 күндері аралығында атрезияға ұшырайды. Қазақ ақбас тұқымды сиырларда және герефордта доминантты фолликул жыныстық циклдің 6-7 - ші күнінде максималды диаметрі 13-19 мм, ал шевроле тұқымды сиырларда 8-9-шы күні жетеді [64]. 
Авторлар стресске төзімділіктің әртүрлі түрі бар сиырлардың аналық бездерінде жыныстық цикл кезінде фолликулогенез ағымының ерекшеліктерін анықтады. Жыныстық цикл кезінде фолликулалардың өсуінің екі толқынында стресске төзімділігі жоғары сиырлардың- 40%-ы,  стресске төзімділігі орташа сиырлардың  100%-ы және 80%-ы  төмен сиырларда болды. Фолликулалардың өсуінің екі толқынында топтар бойынша жыныстық циклдің ұзақтығы 18,0-ден 21,8 күнге дейін өзгерді. Фолликулалардың өсуінің үш толқынында жыныстық циклдің мерзімі ұзағырақ болды (21,7–23,7 күн), бірақ топтар арасындағы айырмашылықтар нақты болмады.
 Фолликулярлық дамудың екі толқынында бірінші доминантты ановулятор фолликуласының (p>0,05) және бірінші субдоминантты ановулятор фолликуласының максималды диаметрлері стресске төзімді сиырларда ең үлкен болды (p<0,01). Стресске төзімділігі төмен жануарларда фолликулярлық дамудың екі толқынында фолликулалардың өсуінің 1-ші толқынының ұзындығы (p<0,05) айтарлықтай төмендеді және фолликулалардың өсуінің 2-ші толқынының ұзақтығы (p<0,05) өсті. Топтар арасындағы елеулі айырмашылықтар овуляция алдында доминантты фолликуланың диаметрінде анықталды [65].
Авторлар диаметрі 0,4 мм және одан жоғары жеке фолликулалардың өсуі мен регрессиясын зерттеу үшін 7,5 МГц интраректальды сенсоры бар нақты уақыттағы сызықтық торлы ультрадыбыстық сканерді пайдаланды (Dynamic Imaging, Concept 500, Ливингстон, Ұлыбритания). Тәжірибелерде аналық бездің ультрадыбыстық зерттеуі күнделікті жүргізілді, простагландиннің соңғы инъекциясынан кейінгі бірінші эструстан бастап келесі эструсқа дейін немесе соңғы PG инъекциясынан кейінгі бірінші эструсқа дейін, екінші толқындағы доминантты фолликулаға дейін болды. Фолликулярлық толқынның пайда болу күні 1-ші күннің бірінші фолликуласы ретінде анықталды және оның диаметрі 5 мм-ге дейін жетті, әдетте фолликулалардың өсуінің бірінші толқынының доминантты фолликуласының минимальды диаметрі 8,5 мм-ге дейін жетеді.
Бақылау тобының құнажындарында ультрадыбыстық сканерлеу кезінде фолликулалардың өсу параметрлері келесідей болды: зерттеудің бірінші күніндегі доминантты фолликуланың диаметрі 5,6+-0,2 мм-ден 11,0 +-0,6 мм-ге дейін, доминантты фолликуланың максималды диаметрі 15,0 + -0,9 мм, максималды диаметрге жетті. Доминантты фолликул 9,3+-0,8 күн, зерттеудің бірінші күніндегі максималды өлшемді субдоминантты фолликул 8,6 +- 0,5 мм, фолликулалардың өсуінің бірінші толқынынан фолликулалардың өсуінің екінші толқынына дейінгі аралықтың ұзақтығы 8,1+-0,5 күн, екі немесе үш доминантты фолликулалары бар құнажындар саны: сәйкесінше 2 DF 3/7 бас және 3 DF 4/7 бас, эструс циклдары арасындағы аралық 20,3+-0,5 күн болды. Сондай-ақ, эструс циклі кезінде эстрадиол гормонының концентрациясының өзгеру тенденциясы бар, бұл сиырлардағы доминантты және субдоминантты фолликулалардың өсуіне байланысты. Сонымен, доминантты фолликуланың бірінші күнінде эстрадиол концентрациясы 0,9+-0,1 pg/ml құрады, доминантты фолликул максималды диаметрге жеткен күні эстрадиол концентрациясы 0,4+-0,1 pg/ml дейін төмендеді, қан сарысуындағы эстрадиолдың максималды концентрациясы фолликулалардың өсуінің бірінші толқынында 1,3+-0,1 pg/ml болды, ең жоғары концентрация эстрадиол эструс циклі кезінде 5,1+-0,4 pg/ml дейін жетті [66].
Доминантты фолликуланың табиғи селекциясының механизмі және ірі қара малда бұл процестің гормоналды реттелуі әлі де жақсы зерттелмеген. Ғалымдар интраовуляциялық кезеңдегі (interovulatory interval, IOI) стихиялық және индукцияланған фолликулалардың өсу динамикасына қатысты үш гормон, FSH, LH және P4 (прогестерон) концентрациясының өзгеруіне зерттеу жүргізді. Фолликуланың өсу динамикасы SSD 3500 Aloka (Aloka America, Wallingford, CT, USA) ультрадыбыстық сканері арқылы анықталды, сенсоры бар, жиілігі 7,5 МГц, фолликулалардың мөлшері фолликулалардың ұзындығы мен енін өлшеу арқылы анықталды. Зерттеу нәтижелері стихиялық және индукцияланған фолликулалардың өсу қарқыны мен FSH және P4 (прогестерон) гормондарының концентрациясы арасында корреляциялық байланыс бар екенін көрсетеді [67]. 
Канада ғалымдары егжей-тегжейлі зерттеулер жүргізді, атап айтқанда, фолликулалардың дамуының әртүрлі фазаларында ірі қара малдың ооциттеріндегі органелланың өзгеруі туралы гипотезаны жүргізді. Авторлары кумулус-ооцит-кешендерін герефорд тұқымды сиырлардың өсу фазасындағы доминантты фолликулаларын ультрадыбыстық бақылауымен (n=5; күн 0= овуляция), статикалық фазада (n=5), регрессия фазасында (n=7) фолликулалардың аспирациясы арқылы жиналды. Ооциттерді бағалау үшін ооплазманың перифериялық, перинуклеарлы және орталық бөліктерінің трансмиссиялық электронды микрографиясы қолданылды. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес липидті тамшылар алатын митохондрия көлемі өсу сатысы мен превуляторлық сатыға (118,7 ± 14,4 / 1000 мкм3 және 1,1 ± 0,3%) қарағанда регрессиялық фолликулалардың ооциттерінде (193,0 ± 10,4 /1000 мкм3 және 3,5 ± 0,7%) жоғары болды (p <0,03); 150,5 ± 28,7 / Сәйкесінше 1000 мкм3 және 1,6 ± 0,2%). Осылайша, липидті тамшылар кеңістіктік қайта құрудан өтеді, яғни өсу фазасы кезінде перифериядан біркелкі таралуға дейін және митохондриялық-липидті байланыс аймағы фолликуланың жетілуіне қарай ұлғаяды [68].
Бұл эксперименттің гипотезасы эструс циклінің күндері мен фазаларында (фолликулярлық, ерте лютеальды, орта лютеальды, кеш лютеальды фазалар) контрлатеральды артериямен салыстырғанда ипсилатеральды аналық без және жатыр артериясы арқылы артериялық қан овуляциялық аналық безге жоғары ағады. Эксперименттер өздігінен жыныстық циклі бар 8 циклдік овуляциялық сиырларда жүргізілді, Доплер ультрадыбыстық фолликулалардың өсу динамикасын бақылау, овуляциялық фолликуланың (ovulatory follicle, OF), сары дене (corpus luteum, CL) васкуляризация дәрежесін зерттеу үшін үш цикл ішінде 48 сағат аралықпен сканерлеу жүргізілді. Келесі заңдылық анықталды, OF васкуляризация аймағы овуляциядан кейін 4 күнге дейін өсті, дегенмен васкуляризация аймағы мен түйіршік қабатының саны овуляциядан кейін 3 күнге дейін өсті, CL диаметрінің ұлғаюы овуляциядан кейінгі 15-ші күнге дейін жалғасты [69].
Фолликулалардың атрезия процессі, фолликулалардың өсуі және овуляция сияқты, күрделі биологиялық процесс екені белгілі, фолликулалардың атрезиясы тіндердің қайта құрылуымен сипатталады. Тіндерді қайта құру ферменттерінің бірі-бұл процесте маңызды рөл атқаратын желатиназа 2-6 мм фолликулалар оқшауланған, фолликулярлық сұйықтық кумулус-ооцит кешендерінің морфологиялық көрінісіне сәйкес бөлінген. Фолликулярлық сұйықтықтағы желатиназаның белсенділігі желатинді зимография арқылы талданды. Pro-MMP-2 (Pro-Matrix metalloproteinases, MMPs) фолликулалардың барлық қалыпты және атретикалық санаттарында табылғаны анықталды. MMP-2 белсенді түрі (Matrix metalloproteinases, MMPs) және қосымша pmmp-9 формасы (Pro-Matrix metalloproteinases, MMPs) тек атретикалық фолликулярлық сұйықтықта табылды. Желатиназа белсенділігі гранулоза жасушаларында да (granulosa cell, GC) және теки жасушаларында (theca cells, TCs) тіркелді, бірақ гранулоза қабаты жұқарған және ішінара қабыршақтанған фолликулаларда көбірек табылды [70]. 
Зерттеу лютеолиз басталғанға дейін ЛГ және эстрадиол гормондарының концентрациясы арта бастағанын анықтады. Сиырлардағы лютеолиз фазасында доминантты фолликулалардың фолликулярлық өсу толқынын ынталандырмайтын ФСГ шамалы өсуі байқалады [71].
 Жұмыртқаішілік қатынастар доминантты фолликулмен (DF), сары денемен (CL) және фолликулалар саны арасындағы 0-ден 5 күнге дейін (0 овуляция күні) фолликулалардың өсуінің бірінші толқынында (N= 65) және 9-дан 13-ке дейінгі күндер фолликулалардың өсуінің екінші толқынында (N=62) Гольштеин тұқымды сиырларда талданды. Аналық бездер интраовариальды түрлерге топтастырылды: 1) DF – CL тобы, 2) DF тобы, 3) CL тобы және 4) DF және тобы табылмады. Фолликулалардың өсуінің бірінші толқынында интравариальды қатынас болды 1 және 4 топ (әрқайсысы 34%, әр топ), 2 және 3 топтардың арақатынасы болды (сәйкесінше 16%).  Диаметрі 5,0 мм болатын өсу сатысындағы фолликулалардың саны DF бар аналық бездерде көбірек болды [72]. 
Фолликулярлық толқын кезінде доминантты фолликуланы (DF) таңдау диаметрдің ауытқуымен немесе ең үлкен фолликуланың өсу жылдамдығының (F1) кеңеюімен және өсу жылдамдығының төмендеуімен көрінетінін анықтады. Келесі ең үлкен фолликул (F2), әдетте F1 диаметрі ірі қара малда 8,5 мм-ге дейін жетеді. Болашақ доминантты фолликуланың (DF) диаметрін өзгерту процесі F1 диаметрінің ауытқуынан шамамен 12 сағат бұрын басталады және гранулоза жасушаларының ұлғаюын қамтиды. Осылайша, тек F1 даму тұрғысынан төмендейтін ФСГ қолдануға дайын және ФСГ шығарылуын ынталандырады, DF болу үшін LH қысқа мерзімді жоғарылауына жауап береді. Алдымен пайда болатын Фолликул F1 рейтингін сақтап, дамудың маңызды кезеңіне бірінші болып жетіп, DF бола алады. Дегенмен, өлшемнің ерте артықшылығы көрсетілгендей ауытқу процесінің міндетті құрамдас бөлігі болып табылмайды: 1) F1 және F2 жалпы өсу фазасы кезінде диаметрлердің рейтингін өзгерте алады, 2) диаметр дәрежесіне қарамастан 5 мм-ге жететін кез келген фолликул DF болуы мүмкін, 3) субдоминантты фолликул DF жойылған кезде басым болады, 4) DF жойылған кезде 8,5 мм диаметрі бар F1 жойылғаннан кейін, келесі ең үлкен фолликул ол 7,0 мм-ден үлкен немесе кейінірек 7,0 мм-ге жететін бірінші фолликул DF болады 5) 8,5 мм диаметрі бар F1 жойылғаннан кейін, IGF1 және эстрадиол концентрациясы фолликулярлық сұйықтықта жоғарылайды [73].
Әдебиеттерде өсудің бірінші, екінші және үшінші толқынындағы доминантты фолликулалардың өсу қарқыны туралы ақпарат бар. Сонымен, F1 өсу қарқыны 0-ден 2 күнге дейін (1,7±0,05 мм/күн) 3-тен 0-ге дейінгі күндерге қарағанда (p <0,0004) көп болды (1,4 ± 0,1 мм / күн) және 0-ден 1-ге дейінгі күндерде (P <0,002) көп болды (1,8 ± 0,1 мм / күн) 1-ден 0-ге дейінгі күндерге қарағанда (1,5 ± 0,1 мм / күн). Жалпы қабылданған жіктеу үшін төрт фолликуланың әрқайсысының өсу қарқыны (мм / күн) -3-тен 0-ге дейінгі күндерде бір-бірінен ерекшеленді, бұл фолликулалардың F1, F2, F3 және F4 арасындағы өсу қарқынының біртіндеп төмендеуінен көрінеді. Осылайша, F1 фолликуласының -3 - тен 0 - ге дейінгі күндердегі бірінші толқында өсу қарқыны тәулігіне 1,4 мм, F2 фолликуласы тәулігіне 1,2 мм, F3 фолликуласы тәулігіне 0,9 мм, F4 фолликуласы тәулігіне 0,6 мм болды [74]. 

1.3 Голштеин тұқымдас сиырларын эстрогендік ERα рецепторы бойынша генотиптеудің теориялық және тәжірибелік маңызы                       
2007 жылы ERα генінің құрамында басқа SNP полиморфизмі (SnaBI) анықталды, зерттелетін төрт ірі қара тұқымында AG, GG генетикалық нұсқаларымен салыстырғанда негізінен гомозиготалы АА генотипі бар жануарлар басым болды, А және G аллельдерінің жиілігі 0,80, 0,87, 0,55, 0,96 және тиісінше 0,20, 0,13, 0,45, 0,04 [75].
ПТР-ПДРФ талдауының нәтижелері бойынша Гольштейн тұқымының 150 сиырының генотиптері анықталды, ERα/SnaBI генінің локусы бойынша жануарларда гомозиготалы gg генотипі (85%) және басқа ERα/BglI локусы - гомозиготалы АА генотипі (83%) болды, екі локуста да генетикалық полиморфизм анықталды. Осылайша, ERα/snabi және bα/BglI жануарларының генотиптері сүт, ақуыз және май шығымдылығының өзгергіштігіне ассоциативті әсер етті (P > 0,05) [76].
2011 жылы cfri рестриктазасы арқылы анықталған ірі қара малдағы α (ERα) эстроген рецепторы генінің экзоникалық 7 бөлігінде транскрипцияның басталу орнына қатысты 323,396 позициясында жаңа A→G нүктелік мутациясы анықталды. Бұл мутация аминқышқылдарын алмастырумен бірге жүреді: аспарагин қышқылы эстроген рецепторының лигандты байланыстыратын домені болып табылатын ақуыздың бөлігі ретінде аланинмен ауыстырылады. Нәтижелер ERα A/C генотипі тек белгілерге айтарлықтай әсер еткенін көрсетті: олар сүттегі ақуыз және май мөлшері, туылған бұзаулардың жынысы болды [77].
Эксперименттік жолмен, qRT-PCR әдісімен, овуляцияалды фолликулдардың (POF) өсу кезеңінде эстрогендік рецептор ERα генінің экспрессиясы жоғарылайтыны анықталды, ал керісінше, лютеальды фазада берілген геннің функционалдық белсенділігі төмендейді. Сондай-ақ, иммунофлуоресцентті бояу фолликулярлық фазада жоғары оң болды, бұл ERα және PR деңгейінің жоғарылауын көрсетті. Лютеальды фазада лютеин жасушаларында ERα иммунопозитивтілігі төмендеді, ал PR (прогестерон) жоғары қарқындылыққа ие болды [78].
Эстрогендік рецептор-ERα генінің локусы бойынша голштин тұқымды сиырлардың ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін келесі праймерлер пайдаланылды: тікелей F: 5'-TTTGGTTAACGGTGGGGAG - 3' және кері R: 5'-tgtgacacaggtggtttttc-3', күшейту ұзындығы 242 а.к., генетикалық нұсқаларды анықтау эндонуклеазамен жүзеге асырылады BglI [79]. 
«Байсерке-Агро» ЖШС асыл тұқымды шаруашылығының голштин тұқымының 46 сиырында ERα генінің промоторлық бөлігінде полиморфизмнің (A→G) SNP сәйкестендіруінің алдын ала нәтижелері бойынша гендік тепе-теңдіктің бұзылуы байқалады, G және A аллельдерінің жиілігі тиісінше 0,83 және 0,17 құрады. Зерттелетін жануарлар тобында гомозиготалы gg генотипі бар жануарлар басым және оның пайда болуы 69,6%, гетерозиготалы AG генотипінің жиілігі және гомозиготалы AA генетикалық нұсқасы сәйкесінше 26,1% және 4,35% болды [80].
2014-2015 жылдары жүргізілген зерттеулердің нәтижелерін талдау көрсеткендей, төлдеу арасындағы ең аз аралық AG генотипі бар сиырларда болды және 919 күнді құрады, бұл ең жоғары көрсеткіш AA-1461 генетикалық нұсқасы бар сиырларда болды. Гомозиготалы генетикалық нұсқасы бар жануарларда GG-интерстициалды кезеңнің ұзақтығы 1080 күнді құрады. Барлық сыналған жануарлардың репродуктивті функциясының көрсеткіштері өте төмен болды, бұл жануарлардың Қазақстан Республикасының табиғи-климаттық, технологиялық жағдайларына бейімделуіне байланысты, өйткені жануарлар Канададан әкелінген. Жануарларда, барлық үш сынақ тобында бұл көрсеткіш үлкен сандық мәнге ие. Сондықтан, жануарлардың екі бақылау тобы құрылды, олар 2016-2019 жылдары төлдеді. Бірінші бақылау тобының жануарларында төлдеу арасындағы кезеңнің ұзақтығы 453 күнді, жануарлардың екінші тобында 456 күнді құрады [81]. Зерттеу жұмыстарында ER-α эстрогендік рецептор генінің  5'-фланкирлеу бөлігіндегі С экзонындағы A/G полиморфизмі мен сүттілік белгісімен байланысты көрсеткіштері анықталған. Генотиптеуге ПТР-РФҰП тәсілі және F 5′- TTTGGTTAACGAGGTGGAG -3′ және Rі  5′-TGTGACACAGGTGGTTTTTC -3′, аллельдер индентификация жасауға BglI  рестирктазасы қолданылған . Жалпы аллельдік циклдар A және G аллельдері үшін сәйкесінше 0,0742 және 0,9257 болды, ал AA, AG және GG генотиптерінің жалпы таралуы сәйкесінше 0,010, 0,129 және 0,861 болды [82].
Эстроген рецепторы гені жануарлар органимінде көбею, сүт бездерінің дамуын, торшалардың өсуі мен ерекшелегуін қамтамасыз етуіне байланысты өнімділікпен қызметтік көрсеткіштердің ген кандидаты болуы ықтимал. Сондай SNP  ERα  генінің 1 экзонында 503 позицияда A→C трансверсиямен сипатталады.  Нуклеотид алмасу нәтижесінде CCA немесе CCC триплеттері түзіледі, екі вариантына да пролин аминқышқылы сәйкес келеді [83].
Келесі зерттеу жұмысында бірнеше ген локустары CYP19/PvuII, CYP21/HpaII, ER1/BglI, ER1/SnaBI сиырлардың сүттілігімен байланысын анықтаған.  Генотиптеу нәтижелеріне сәйкес сиырларда 0,923 - CYP19A, 0,077 - CYP19B, 0,042 – ER1/BglIA және  0,958 – ER1/BglIG,  ER1/SnaBIА 0,960, ER1/SnaBI 0,040 болған.  Генотиптеуге келесі праймерлер жұбын қолданған: алдыңғы 5’-TTTGGTTAACGAGGTGGAG-3’ және қайтаған кезде  5’-TGTGACACAGGTGGTTTTC-3’, генетикалық варианттардың таралуы: ER1/BglI локусы бойынша -AA 0.002 (n=1),AG 0.080 (n=38) және GG 0.918  (n=433) [84].
Ғалымдар Р450 цитохромы (CYP19), эстроген рецепторы α (ERα) және прогестерон рецепторы (PGR) ароматаза гендеріндегі кейбір мутациялардың гендері мен генотиптерінің голштин тұқымды сиырлардың төлшең және субфертильді құнажындарында таралуын зерттеді. Эксперименттік топқа 106 құнажын енгізілді, алғашқы қолдан ұрықтандырудан кейін тиімді ұрықтандырылған құнажындар төлшең топ ретінде пайдаланылды (N=51). Субфертильді құнажындар тобына (N=55) үш рет қолдан ұрықтандырудан кейін ұрықтанбаған жануарлар кірді. ДНҚ тестілеу нәтижелері бойынша эксперименттік жануарларда табылды: PGR және ERα гендік локустары бойынша 2 аллель және үш генотип, CYP19 гендік локусы бойынша 2 аллель және екі генотип. А аллелі және АА генотипі, G аллелі және GG генотипі, с аллелі және CT генотипі сәйкесінше CYP19, ERα және PGR локустарында басым болды. Хи-квадрат критерийіне сәйкес (σ2), зерттелген топтардың екеуі де зерттелген гендердің барлық локустары бойынша Харди-Вайнберг тепе-теңдігінде болды [85].
Эстроген рецепторларының гендік локусында үш генотип табылды: AA, AG және GG. Украиналық сұр (Ukrainian Grey - UG) және Карпат қоңыр (Carpathian Brown - CB) тұқымдарының даралары G аллелі бойынша ERα локусы бойынша гомозиготалы болды. Барлық жануарлар үшін ең жоғары жиілік gg гомозиготалы даралар арасында байқалды (жиілігі 0,6) [86]. Ет өнімділігінің полиморфизмдерін SNP зерттеу бойынша ұқсас зерттеулерді қазақстандық ғалымдар жергілікті бақа тұқымды жылқыларда жүргізді [87]. Асыл тұқымды жануарлардағы тұқым қуалайтын аномалияларды диагностикалаудың заманауи молекулалық-генетикалық әдістерін жасау да өзекті болып табылады [88].
BMP15 немесе GDF9 белсенділігін төмендететін немесе мутациялық гетерозиготаларда овуляция жиілігін арттыратыны және гомозиготаларда ауыр фолликулярлық ауытқуларды тудыратыны анықталды. Бұл сиыр моделі құнарлылық аллельдерін тасымалдаушыларда бірнеше басым фолликулдарды және бірнеше овуляцияларды таңдауға қатысатын механизмдер туралы түсінік берді.  Ірі қарада бірнеше овуляция модельдерін бағалау BMP15/GDF9 сигналдық жолдарындағы өзгерістерді басым фолликулаларды таңдауға әкелетін физиологиялық өзгерістермен байланыстыратын жаңа физиологиялық модель құруға мүмкіндік берді. Бұл модель фолликулдың кішірек мөлшерінде, бірақ ұқсас уақытта фолликулярлық жетілуде, фолликулдар иерархиялық реттілікпен үстемдікке ие болып, ФЖГ басылуын кешіктіреді, осылайша қосымша фолликулалардың өсуін жалғастырып, үстемдікке ие болуымен сипатталады [89].
Интерферон- тау (IFNT) ірі қараның ерте буаздығы кезінде сары денені (CL) ұстап тұру үшін сигнал ретінде қызмет етеді. Біз мұнда IFNT ірі лютеальды жасушалардың үлгісі болып табылатын лютеинизацияланған сиырда гранулоза жасушаларының (LGCs) қызметіне тікелей әсер ететінін зерттедік. Жасуша өміршеңдігіне осы әсерлерге сәйкес, IFNT жасуша ақуыздарын (MCL1, BCL-xL және XIAP) белсендірді және апоптозға қатысатын гамма-H2AX, бөлінген каспаза-3 және тромбоспондин-2 (THBS2) деңгейін төмендетті. Атап айтқанда, IFNT THBS1-нің жасуша өміршеңдігіне, XIAP-қа әсерін жояды және каспаза-3-ті бөледі. Сонымен қатар, roIFNT FGF2, PDGFB және PDGFAR сияқты проангиогенді гендерді ынталандырды.
In vitro бақылауды растай отырып, 18 күндік буаз сиырлардан алынған CL құрамында 18 күндік циклді сиырлардан алынған CL-мен салыстырғанда FGF2, PDGFB және XIAP жоғары деңгейлерімен бірге жоғары ISG бар. Бұл механизмдер жүктіліктің ерте кезеңінде CL-нің сақталуына ықпал етуі мүмкін [90].
ИФА-2 рецепторы (IGF2R), ФЖГ рецепторы (FSHR) және ЛГ рецепторы (LHCGR) гранулоза жасушаларында (GC) немесе тека жасушаларында (ТС) немесе екеуінде де, сондай-ақ эстрадиол (E2), прогестерон (P4) концентрациялары және фолликулярлық сұйықтықтағы андростендион генетикалық таңдалған (егіздер) немесе генетикалық таңдалмаған (бақылау) көптеген овуляциялар мен егіз туылған сиырларда салыстырылды. 
Сиырлар эстралдық циклдің 3-4 және 5-6 күндерінде сойылды, аналық бездер, фолликулярлық сұйықтық, ГКС және ТКС жиналды. Екі ең үлкен (F1 және F2) E2-белсенді (EA) және E2-белсенді емес (EI) фолликулдары олардың E2-P4 арақатынасы мен диаметріне сәйкес таңдалды. EA F1 және F2 фолликулдарындағы андростендион деңгейлері егіз сиырларда 3-ші күні бақылау сиырларына қарағанда 5 есе жоғары болды, бірақ 5-ші күні өзгерісі байқалмады. 
Егіз сиырларда E2 және P4 концентрациясы жоғарырақ болды, ал EI фолликулаларындағы стероидтар деңгейі генотиптер арасында ерекшеленбеді. EA F2 фолликулдарында 3 және 5-ші күндері егіз сиырларға қарағанда бақылау сиырларында IGF2R деңгейлері GC-де жоғары болды, ал ТС-дағы IGF2R мРНҚ айырмашылығы болмады. 3-ші күні ФЖГ мРНҚ деңгейлері егіз сиырларға қарағанда EA F1 және EI F2 бақылау сиырларының фолликулаларының RGC-де жоғары болды. ЛГ рецепторларының мРНҚ экспрессиясы егіз сиырларға қарағанда бақылау сиырларындағы EA F2 фолликулдарының ГК-ларда азырақ және ТС-да көп болды. Біз егіз сиырлардың F2 фолликулаларында GC IGF2R экспрессиясының төмендеуі 2 немесе одан да көп басым фолликулалардың дамуында рөл атқаруы мүмкін деп болжаймыз [91].
Фолликулді жасушаларында немесе тека жасушаларында немесе екеуінде де ИФА-2 рецепторының (IGF2R), ФСГ рецепторының (FSHR) және ЛГ рецепторының (LHCGR) мРНҚ көптігі, сондай-ақ эстрадиол (E2), прогестерон (P4) және фолликулярлық сұйықтықтағы андростендион концентрациясы генетикалық таңдалған (егіздер) немесе генетикалық таңдалмаған (бақылау) көп овуляция және егіз туылған сиырлар арасында салыстырылды. 
Сиырлардың эстралдық циклінде аналық бездер, фолликулярлық сұйықтық, GCs және TCs жиналды. Екі ең үлкен (F1 және F2) E2-белсенді (EA) және E2-белсенді емес (EI) фолликулдары олардың E2-P4 арақатынасы мен диаметріне сәйкес таңдалды. EA F1 және F2 фолликулдарындағы андростендион деңгейі твиннер сиырларында 3-ші күні бақылаудағы сиырларға қарағанда жоғары болды, бірақ 5-ші күні еш айырмашылығы болмады. Егіз сиырларда E2 және P4 концентрациясы жоғарырақ болды, ал EI фолликулдарындағы стероидтар деңгейі генотиптер арасында ерекшеленбеді. EA F2 фолликулдарында GC-дегі IGF2R деңгейлері 3 және 5-ші күндері твиннер сиырларына қарағанда бақылау тобындағы сиырларда жоғары болды, ал TC-дегі ИФА 2R мРНҚ айырмашылығы жоқ. 3-ші күні ФЖГR мРНҚ деңгейлері EA F1 және EI F2 бақылау сиырларының фолликулдарының ГК-ларында твиннер сиырларына қарағанда жоғары болды. Біз твиннер сиырларының F2 фолликулдарындағы GC ИФА 2R экспрессиясының төмендеуі басым фолликулдардың дамуында рөл атқаруы мүмкін деп болжаймыз [92].
Толықгеномдық ассоциативті зерттеу ірі қара малдың ұрықтану деңгейін модуляциялайтын PKP2, CTTNBP2NL, SETD6 және CACNB2-де орналасқан төрт нұсқаны анықтады. PKP2 және CTTNBP2NL саңылаулы қосылыстарда жұмыс істейді және эмбрионның телінуіне әсер етеді, ал SETD6 және CACNB2 гипофиздің алдыңғы бөлігінен фолликулды стимулдеуші гормонды шығаруға қатысады. Бұл гендердің осындай күтпеген рөлін ашу ұрықтану деңгейінің төмендеуімен күресуге көмектеседі және молекулалық деңгейде адамның репродуктивтік үдерістерін түсінуге ықпал етуі мүмкін.
Төлдеу көрсеткішінің төмендеуі сүт өнеркәсібінде маңызды мәселе болып табылады. Бұл мәселені шешу үшін ғалымдар 384 бас гольштин тұқымды сиырларда геномдық ассоциативті зерттеу жүргізіп, ұрықтану жиілігіне байланысты төрт локусты анықтаған. Олардың екеуінде ажырағыш қосылыстарымен байланысты гендер болды: PKP2 және CTTNBP2NL. Әрі қарай талдау PKP2 ажырағыш қосылысты ақуыз-коннексин 43 арттырады, ал CTTNBP2NL болса коннексин 43 фосфорсыздандырады. PKP2 нокдаун немесе CTTNBP2NL шамадан тыс экспрессиясы тышқандардағы эмбрионның телінуін тежейді. Қалған екі локуста нейроэндокриндік жүйемен байланысты гендер болды: SETD6 және CACNB2. Ғалымдардың мәлімдеуінше қосымша эксперименттер SETD6 гонадотропин-релизинг гормонның транскрипциясын реттеуге қатысатынын көрсеткен, ал CACNB2 ірі қара малдағы фолликул стимулдеуші гормонның секрециясын бақылайды. Осы гендердің аллельдерін ауыстырудың ұрықтану деңгейіне жалпы әсері 3,5% құраған. Зерттеу нәтижелері ұрықтанудағы ажырағыш байланыстар мен нейроэндокриндік жүйенің байланысының маңызды рөлін көрсеткен [93]. 

1.4  Репродуктивтік қызметке байланысты GDF9 генінің локусы бойынша генотипті зерттеудің маңызы
Қазіргі уақытта ғалымдар экономикалық пайдалы белгілерді анықтайтын маркерлердің ДНҚ-сын іздеуге бағытталған зерттеулер жүргізуде, соның ішінде SNP сиырлардағы репродуктивті функциямен байланысты полиморфизмдер. Сонымен, репродукцияға қатысатын арнайы гендер үшін бір нуклеотидті полиморфизмдерді (SNP) анықтау осы төмен тұқым қуалайтын белгілердің геномдық бағалауларының сенімділігін арттыруы мүмкін. Жоғары (≥1,7; n=288) немесе төмен (≤-2) голштин тұқымының 550 бұқасының ұрығы; n=262) ұрғашы малдардың буаздық коэффициенті (aughter pregnancy rate - DPR) sequenom massarray жүйесін қолдана отырып, 434 SNP үміткері үшін генотиптелген. 
Жұмыс авторлары полиморфизмдердің SNP үш түрін бағалады: бұрын репродуктивті белгілермен байланысты немесе генетикалық репродуктивті маркерлерге физикалық жақын деп хабарланған SNP, репродуктивті процестерге қатысатыны белгілі гендердегі SNP және физиологиялық жағдайларға байланысты әртүрлі экспрессияланатын гендердегі SNP репродуктивті функциямен байланысты әртүрлі тіндерде болады. Барлығы 40 SNP (p < 0,05) DPR-мен байланысты болды. Олардың арасында эндокриндік жүйеге, жасушалық сигнализацияға, иммундық функцияға және апоптоздың тежелуіне қатысатын гендер болды. Тек 10 ген эстрадиолмен реттелді. Сонымен қатар, 22 SNP қашарлардың ұрықтану коэффициентімен, 33 SNP - сиырлардың ұрықтану коэффициентімен, 36 SNP - өнімді кезеңмен, 13 SNP – сүттегі соматикалық жасушалар санымен байланысты болды. Авторлар алған нәтижелер сиырлардағы репродуктивті функциямен байланысты полиморфизмдердің SNP зерттеуінің маңыздылығын көрсетеді, бұл әдіс асыл тұқымды жануарларды геномдық бағалаудың тиімділігін арттыруға мүмкіндік береді [94].
Аргентина ғалымдары GDF9, BMP15, FGF2 гендерінің экспрессиясының рөлі туралы неғұрлым егжей-тегжейлі функционалдық зерттеулерді RT-PCR реакциясы арқылы жүргізді, зерттеу нысандары ретінде ооциттерден, кумулус жасушаларынан оқшауланған РНҚ және сиырлар мен қашарлардың ооциттік кешендерінің кумулусы пайдаланылды.  Эксперименттердің нәтижелері GDF9, BMP15, FGF2 гендерінің ооциттерде, кумулус жасушаларының кешендерінде және фолликулярлық гранулоза жасушаларында экспрессияланатынын көрсетеді [95].  
Әдебиеттерде бұзаулар мен ересек сиырлардағы bmp15 және GDF9 гендерінің экспрессия деңгейі әртүрлі екендігі туралы ақпарат бар, мысалы, бұзаулардың аналық бездерінің ооциттеріндегі GDF9 генінің экспрессиясы ересек сиырларға қарағанда айтарлықтай жоғары болды [96].  GDF9 генінің зерттелетін SNP полиморфизмдерінің екеуінде де зерттелетін жануарларда генетикалық полиморфизм анықталды, A485T SNP бойынша - генетикалық нұсқалардың жиілігі: AA - 82, AT-78, TT – 11 жануарлар, A625T SNP бойынша - генотиптердің жиілігі: AA - 25, AT - 109, TT - 37 жануарлар [97,98]. Жақында ғалымдар сиырлардағы овуляция деңгейімен және репродуктивті функциямен байланысты полиморфизмдердің SNP іздеуін қарқынды жүргізуде. Сонымен, ғалымдардың зерттеу нәтижелері бойынша gdf9, FGF8, BMRP2 және LHCGR гендерінің аллельдері (p<0,01) in vitro ұрықтандыру үшін аспирация арқылы алынған ооциттер санымен айтарлықтай байланысты болды [99]. Функционалдық зерттеулер негізінде BMP15/GDF9 гендерінің экспрессия деңгейі бар сиырлардағы кумулус жасушаларының пролиферациясы мен апоптоз процестерінің тәуелділігі анықталды [100].
Сүтқоректілердің ооциттері физиологиялық тұрғыдан маңызды үш факторды экспрессиялайтыны белгілі трансформациялық өсу факторы β (TFR-b) − өсу және дифференциация факторы 9 (growth differentiation factor 9 - GDF9), BMP15 және ВМР6. Ірі қара малдағы GDF9 гені фолликулогенез процесінің маңызды реттеушілеріне жатады, доминантты және субдоминантты фолликулалар мен овуляцияның дамуына қатысады. Gdf9 гені репродуктивті жүйенің барлық буындарымен және сүйек кемігімен экспрессияланғанымен, оның ооциттердегі экспрессиясы бастапқы, антральды және антральды фолликулалармен шектеледі. Ұрықтанғаннан кейін gdf9 транскриптінің мөлшері имплантацияға дейінгі эмбрионда іс жүзінде минимумға дейін төмендейтіні белгілі. Осылайша, gdf9 аналық без фолликулогенезі процесі үшін өте маңызды және осыған сүйене отырып, gdf9 овуляция деңгейін болжауға үміткер ген деп болжауға болады [101]. 
Қазіргі уақытта Индонезиялық ешкі тұқымдарының төлшеңдігімен байланысты ұсақ күйіс қайыратын жануарларда GDF9 генінің I экзондық бөлігінде екі SNP полиморфизмі (SNP 306G>A, SNP 239C>A) белгілі [102]. Шетелдік ғалымдардың пікірінше, өсудің дифференциация факторы 9 (GDF9) гені қойлардағы овуляция жылдамдығына және мультиплидодияға үлкен әсер етеді. Қойларда индонезияның жергілікті тұқымды қойларының ДНҚ секвенциясы нәтижесінде табылған төрт SNP полиморфизмі (G.54c>T, G.60G>A, g.304g>A және g.333G>A) кездеседі. SNP g.54c>t полиморфизмі үшін қойларда С аллелі мен CC генотипінің ең жоғары жиілігі анықталды. Екінші жағынан, SNP g.60g>A, g.304g>A және G.333g>a полиморфизмдері үшін A. SNP G.333g>a аллелімен салыстырғанда G аллелінің жоғары жиілігі тән болды. Қойлардағы көп ұрықтандыруға сенімді әсер етті (p < 0,05), gg генотипі бар қойлар, гетерозиготалы GA генотипі бар жануарлармен салыстырғанда көп ұрықты болды. Алынған нәтижелерге сүйене отырып, G.333g>a SNP полиморфизмді қойлардағы ұрықтандырғыштықтың генетикалық маркері ретінде ұсынуға болады [103].
Қазіргі уақытта индонезиялық ешкі тұқымдарының төлшеңдігімен байланысты ұсақ күйіс қайыратын жануарларда GDF9 генінің І экзондық бөлігінде екі SNP полиморфизм (SNP 306G>A, SNP 239C>A) белгілі [104]. 
Шетелдік ғалымдардың пікірінше, өсудің дифференциация факторы 9 (GDF9) гені қойлардағы овуляция жылдамдығына және мультиплидодияға үлкен әсер етеді. SNP g.54c>t полиморфизмі үшін қойларда С аллелі мен CC генотипінің ең жоғары жиілігі анықталды.  Екінші жағынан, SNP g.60g>A, g.304g>A және G.333g>a полиморфизмдері үшін A SNP G.333g>a аллелімен салыстырғанда G аллелінің жоғары жиілігі тән болды. GG генотипі бар қойлар көп ұрықты гетерозиготалы GA генотипі бар жануарлармен салыстырғанда ұрықтандыруға сенімді әсер етті (p < 0,05). Алынған нәтижелерге сүйене отырып, G 333g>a SNP полиморфизмді қойлардағы құнарлылықтың генетикалық маркері ретінде ұсынуға болады [105]. Өсіп келе жатқан фолликулалар тобынан жалғыз доминантты фолликуланы таңдау бірегей биологиялық процесс, аналық ауылшаруашылық жануарларының репродуктивті функциясының негізгі кезеңі болып табылады және бұл қағидалар ірі қара малдағы заманауи репродуктивті технологияларды дамытуда шешуші рөл атқарады.  Фолликулалардың өсуі және овуляциялық фолликулалардың саны дәл эндокриндік, паракриндік және аутокриндік механизмдермен реттеледі.  Көпшілігі фолликулаларды өсірудің қазіргі түсінігінің бір бөлігі фолликулалардың өсуіндегі FSH, LH рөліне және басым фолликуланы таңдауға бағытталған. Алайда, жақында TGF-β отбасы мүшелерінің рөлі атап өтілді, ооцит пен жасушалар арасындағы жасушааралық сигнализациягранулездер (GC) сүйек морфогенетикалық ақуызы 15 (BMP15) және фолликул ішіндегі өсу және дифференциация факторы 9 (GDF9) әсерінен пролиферация мен дифференциацияны реттейді.  Белсенділікті өшіретін немесе төмендететін мутациялар анықталған вмр15 немесе GDF9 немесе керісінше қойлардағы овуляция жылдамдығын арттырады [106].
GDF9 генінің G1 мутациясы бар қойлардағы мультипликация деңгейінің тәуелділігі анықталды, гетерозиготалы даралар ең жоғары төлшеңдікке ие болды [107]. SNP арасындағы ассоциация талдауы GDF9 және FECB гендерінің полиморфизмі, қойлардағы мультипликация параметрлерімен белгіленген. Секвенирлеу нәтижелері бойынша сегіз SNP табылды GDF9 генінің құрамында және төрт SNP FECB генінің бөліктерінде, қойдағы репродуктивті функцияны бақылау нәтижелерін талдау g.41768501a>G.G. 41768485 G>GDF9 агентінің SNP полиморфизмдері репродуктивті функцияның әлеуетті ДНҚ маркерлері екенін көрсетеді [108]. Сондай-ақ, қойларда GDF9 генінің SNP полиморфизмі (g.333g>A) белгілі, ол көп төлділікпен айтарлықтай байланысты [109]. Фенотиптік белгілер төлшеңдік және ешкілердегі төлшеңдік GDF9 генінің аллельдерімен анықталады [110]. Ұқсас нәтижелерді басқа ғалымдар да, гендік аллельдердің әсері қойда 15 және GDF9 қойлардағы овуляция және мультипликация деңгейі [111]. Сиырлардағы овуляция жылдамдығын реттейтін келесі үш кандидат гені белгілі (SMAD3, SMAD6, IQCH) [112].

1.5  Сиырлардың эстралдық циклін синхрондау нобайлары және олардың тиімділігі 
Ғалымдар голштин тұқымды құнажындардан Ovum Pick-Up (OPU) технологиясымен эмбриондар алу алдында, сиырларға суперстимулдеуші ретінде ФСГ гормонын еккен, аналық безді суперстимулдеу алдында фолликулярлық жетілудің көрінісін ФСГ және ооцит жинаумен синхрондау буаз құнажындарда in vitro эмбрионның дамуын жақсартқан [113].  
Зерттеу әдеттегі және ұзартылған суперстимулдеуді бақылауға, фолликул динамикасына әсерін салыстыруға және суперстимулдеу толқын ішіндегі кішкентай фолликулдарды ғана құтқарады деген болжамға тексеруге арналған. Етті бағыттағы сиырларға прогестерон шығаратын интравагинальды құрылғымен [PRID-дельта] өңделген және фолликулярлық өсу толқыны пайда болған күні ФСГ-мен суперстимулденген. Бақылау тобына 4 күн бойы, ал ұзақ мерзімді топқа 7 күн бойы ФСГ егілді. Күнделікті ультрадыбыстық зерттеумен фолликулдардың диаметрі мен саны бақыланған. Әдеттегі сиырларда толқын пайда болған кезде антральды фолликулдардың саны азайғаны байқалған [114].   
Эстрофан препараты (синтетикалық простагландин PGF2α) азот оксиді жүйесіне және сиырлардың репродуктивті қызметін реттейтін жыныстық гормондарға белсендіруші әсер етеді. Сиырларға эстрофанды енгізу сиыр организмінде азот оксиді, эстрогендер синтезінің жоғарылауымен және прогестеронның төмендеуімен бірге жүреді [115].   
Сиырдың артқы аяғына орнатылған аппараттың көмегімен белсенділік үздіксіз бақыланған. Қолдан ұрықтандыру кезінде овуляция эстрадиол және прогестерон гормондарымен синхронизация жасалды. Прогестеронды өлшеу үшін қан үлгісі алынды. Буаздықты қолдан ұрықтандырудан кейін 32 және 60 күндерде анықталды  [116].    
Сиырларда қолдан ұрықтандыру кезінде жыныстық циклді сәйкестендіру мақсатында простагландин, ФСГ,  гонадотропин-рилизинг гормонын әртүрлі мөлшерлерде қолданылған. Қорытындылай келе, алдын ала синхрондау стратегиялары және экзогендік прогестеронның ұзақ мерзімді әсер етуі эструс көрінісін өзгерте алатыны дәлелденген [117].    
Зерттеудің нәтижелеріне сәйкес GnRH гормонының  доминантты фолликулдың дамуына айтарлықтай әсер етпейтіндігі анықталған, сиырлардың азығына простогландиндер қосылып беріліп, оларда жедел сары дененің жетілгені дәлелденген [118].   Зерттеу жұмысында сауын сиырлар мен құнажындарда қолдан  ұрықтандыру кезінде түрлі гормоналдық әдістердің тиімділігі анықталған [119].      
Шет елдік ғалымдар құнажындарға хаттама бойынша қайта синхрондау жүргізілген. Олар ұзақ әсер ететін инъекциялық прогестеронмен (iP4) немесе эстрадиол бензоатымен (ЭB) байланысты интравагинальды P4 құрылғысын пайдаланып, алғашқы қолдан ұрықтандырудан (TAI) уақыты бойынша 14 күннен кейін қайта синхрондалған құнажындардың буаздық көрсеткіштерін салыстырған. Эстрадиол бензоатын қолдану репродуктивтік тиімділікті арттыруы ықтимал, себебі бұл iP4 қолдануға қарағанда буаздықты қайта синхрондаудың жоғары көрсеткішін көрсеткен [120]. 
Ғалымдардың жүргізген зерттеулерінде, прогестеронға (P4) негізделген индукция хаттамалары жыныстық жетілген құнажындар санын және буаздық көрсеткішін бір рет қолдан ұрықтандыру (P/AI) кезінде көбейту үшін (TAI) уақыт бойынша қолдан ұрықтандыруды синхрондау бағдарламасына дейін қолданылған. Алынған зерттеу нәтижелері, iP4 негізіндегі индукция хаттамасын қолдану жыныстық жетілуді жеделдету үшін тиімді болғанын көрсеткен [121]. 
Қазіргі нарықта қол жетімді гормондар негізінен шошқалардың гипофиз сығындыларынан алынады. Ғалымдар FSH гормонының  жартылай ыдырау кезеңін ұлғайту және ақырында өнімнің тазалығын қамтамасыз ету үшін рекомбинантты ДНҚ технологиясын пайдалану және басқа қиындықтарды жеңудің кейбір жаңа тәсілдерін ұсынады [122]. 
Қытай ғалымдарының осы тұрғыда зерттеулер жүргізіп, «Жатыр мен жұмыртқалық жағдайын бақылау және гормондық бағдарламаны жіктей қолдану» (M+C) деп аталатын гормондық бағдарламаны Pre-OvSynch бағдарламамен салыстырған. M+C бағдарламасын қолдану репродуктивтік артықшылықтарды арттырады және сиырлардың гормоналды препараттарға деген қажеттілігін азайтады [123]. 
Индиялық ғалымдар, емдеу барысында инсулиннің эстрадиол-17β (Е2) деңгейіне ықпалын бағалау мақсатында жүргізген зерттеулерінде инсулинмен емдеу 5-күні эстроген деңгейін төмендетіп, ал ЛГ секрециясын 10-шы күнге дейін жоғарылатқанын, оның сары дененің өміршеңдігіне және ұрықтануға қолайлы ықпал еткенін мәлімдейді [124]. 
Cары дене (CL) - буаздықты сақтау үшін прогестерон шығаратын аналық без құрылымы, ол өсуін эструс басталғаннан үшінші күннен бастайды және он сегізінші күнге дейін өседі. Егер мал ұрықтанған болса, онда эмбрион пайда болған кезде интерферон τ (IFN-τ) заты пайда болады, ол буаздықтың барлық кезеңінде мал өзінің буаздығын сезінуге (тануға) (RMG) жауап береді. Ал мал ұрықтанбаған кезде жатырдың эндометриясы сары денені жоятын F2a (PGF2a) простагландиндерін шығарады. Бұл кезде қан сарысуындағы прогестерон деңгейі төмендейді, бұл гипоталамустың тосқауылын ашып, гипоталамус-гипофиз-гонадалық осьті белсендіру үшін гонадотропин-релизинг гормонның (Gnrh) секрециясын тудырады, ол 48-72 сағаттан кейін жаңа фолликулдардың дамуын қамтамасыз етеді және жаңа жыныстық циклді бастайды. Бұл шолуда ірі қара малдың жыныстық циклі кезінде сары дененің пайда болуына, сиырдың жыныстық циклі кезінде сары дененің қызметі мен регрессиясына қатысатын физиологиялық механизмдер егжей-тегжейлі сипатталған [125]. 
Соңғы онжылдықта сүтті сиырлардың ұрықтану көрсеткіші төмендегендіктен, малдың ұрықтанғыштығы мал шаруашылығында ауқымды зерттеулердің тақырыбы болып табылады. Ірі қара малдың жыныстық циклін математикалық модельдеу осы күрделі биологиялық жүйенің динамикасын түсінуге көмектеседі. Ірі қара малдың эструс циклінің бұл моделін сыртқы манипуляциялар мен генетикалық айырмашылықтардың әсерін зерттеу мүмкіндігі бар күрделі модельдердің негізі ретінде пайдалануға болады [126]. 
Ірі қара малда проэструс лютеолизбен басталып, эструстың басталуымен және GnRh/LH деңгейінің жоғарылауымен аяқталады. Лютеолиздің жеткіліксіздігі ұрықтанғыштықтың төмендеуінің себебі болып табылады, әсіресе уақтылы қолдан ұрықтандыру бағдарламаларында, айналымдағы Р4 деңгейінің шамалы жоғарылауы ұрықтанғыштықты төмендетеді [127]. 
Бұл шолу сүтті сиырлардың жыныстық циклін бақылаудың әртүрлі әдістеріне бағытталған. Өйткені қолдан ұрықтандырудан кейін сауын сиырлардың 70% - ы ұрықтанбай қалуы мүмкін. Сонымен қатар, овуляцияны синхрондаудың әртүрлі әдістерін және басқару бағдарламасын таңдауға әсер ететін әртүрлі факторларды қарастырды [128]. 
Ірі қара малдың жұмыртқалықтарының қызметі жөніндегі білім  жақсарған сайын, оны бақылау мүмкіндіктері артады. Ірі қара малдағы лютеиннің қызметі мұқият зерттелген және простагландин F2a лютеин регрессиясын жоспарлы индукциялау үшін қолданылады. Жақында фолликулярлық толқындардың өсу динамикасы зерттелді және фолликулярлық толқындар мен овуляцияны тудыруға арналған гормоналдық тудыру  хаттамалары дайындалды [129]. 
Кореялық ғалымдар сиырларды фолликулдар мен сары денелерді, сондай-ақ үш бас сүтті сиырдағы қалыпты дәйекті жыныстық цикл кезінде гонадотропин секрециясының гормоналды үлгілерін анықтау бойынша зерттеулер жүргізген. Ғалымдардың мәлімдеуінше, алынған зерттеу нәтижелері әрбір сүтті сиырдың жұмыртқалықтарындағы морфологиялық өзгерістер мен гонадотропин секрециясын малдың жас ерекшелігі, тұқымы, азықтандырылуы, күтіп-бағу жағдайлары және тағы басқа қоршаған ортаның әртүрлі факторлары реттейтінін көрсеткен [130]. 
Сүтті бағыттағы малды жоғары өнімділігіне сәйкес  сұрыптау ұрықтанғыштықтың төмендеуімен сәйкес келеді. Осы зерттеуде жыныстық мінез-құлықты реттеуге қатысатын механизмдер мен гендер жөнінде заманауи білім және жыныстық циклдің эндокринологиялық реттелуі сипатталған. Ғалымдардың пайымдауынша эстрадиол (E2) эндокриндік және мінез-құлық процестерін синхрондайтын негізгі реттеуші болып табылады [131]. 
Жақында сүтқоректілердің жұмыртқалықтарында неоогенез механизмінің болуы репродуктивті биология саласында көптеген қайшылықтарды тудырды. Жұмыртқалықтарда фолликулярлық резервті жаңартуға қабілетті торшалар бар деген бұл механизм сүтқоректілердің әртүрлі түрлерінде сипатталған. Қазіргі уақытта неоогенез тұжырымдамасы сүтқоректілердің әртүрлі түрлерінің жұмыртқалықтарында митоздық белсенділігі бар торшалардың ашылуының арқасында қарқын алды [132]. 
Ірі қара малдағы жұмыртқа торшалар эмбриогенез үрдісінде түзіліп, жұмыртқалық сыртқы қабатында  жеке фолликулдардың ішінде дамиды. Бастапқы фолликулдар  ұрықтың дамуының соңғы кезеңінен бастап және туғаннан кейінгі уақытта белгілі бір уақыт аралығында белсенді болады және прогрессивті дами бастайды. Фолликул мен оның жұмыртқа торшасына жетілген овуляция сатысына жету үшін шамамен 100 күн қажет [133]. 
Сүтқоректілердің, соның ішінде ірі қара малдың, фолликулярлық резерві шектеулі болып туылады және олардың сарқылуы ұрықтанғыштықтың тоқтауымен байланысты. Бұл фолликулярлық резервтің сапасы мен қызмет ету мерзіміне қабыну процестері үлкен әсер етеді. Ғалымдардың етті бағыттағы сиырларға липополисахаридтермен әсер етіп, олардың фолликулярлық қорын анықтау бойынша жүргізген зерттеу нәтижелері, ірі қара малға 24 сағаттық аралықпен LPS екі дозасының әсері фолликулдар саны мен АМГ экспрессиясы қолдайтын фолликулярлық резервке әсер етпейтіннін көрсеткен [134]. 
Фолликулдың дамуы кезінде гранулеза торшалары көбейеді, гормондар шығарады және жұмыртқа торшаның өсуін қолдайды. Ірі қара малда овуляция үрдісінде жұмыртқа торшаның бөлінуін қамтамасыз ету үшін фолликул диаметрі 10 мм-ден асуы керек, содан кейін гранулеза торшалары бөлінуді тоқтатады және арнайы сары дене торшаларына бөлінеді. Ғалымдар фолликулогенез үрдісін реттейтін маңызды гендерді зерттеген. Жалпы 283 ген ірі және кіші гранулеза торшаларының транскриптомдық профилін салыстыру арқылы анықталған. Ең маңызды функционалдық гендер TNFα, NR1H4, LHCGR, FSHR, PTHLH, LHB, CAD, HSD3B1, CYP17A1, DICE1, MCE1, COX болып табылады [135]. 
Ресей ғалымдарының асыл тұқымды шаруашылықтарда қара ала сиырлардың репродуктивтік қызметінің жағдайын зерттеу мәліметтері бойынша, ұрықтану кезінде сиырлардың 57% - жыныстық жүйеде әртүрлі патологиялар болғандығы анықталған. Мұнда сиырлардың 26% -нда қабыну үрдісі, 31%  жатырдың субинволюциясы, 54%  жұмыртқалық қызметінің бұзылуы және зерттелетін табындардағы алғашқы ұрықтандырудан буаздықтың көрсеткіші небәрі 39-44% құраған. Жыныс жолдарының толық инволюциясы кезінде де сиырлардың 73% қалыпты жұмыс істейтін жұмыртқалықтар болмауы мүмкін екенін мәлімдейді  [136]. 
Фолликулдардың дамуы ішінара жұмыртқалық ішіндегі және интрафолликулярлық факторлармен және ішінара жұмыртқалықтан тыс үрдістермен бақыланады. Фолликулдардың дамуына жұмыртқа торшадан шыққан көптеген факторлар және гранулеза торшаларының факторлары да қатысады [137]. 
Жұмыртқалықтар репродуктивті жүйеде маңызды рөл атқарады, онда экзокриндік (немесе гаметогендік) функция ұрықтандыру үшін ооциттердің жетілуі мен бөлінуін жүзеге асырады. Эндокриндік (немесе стероидогендік) гормондар мен өсу факторларының синтезіне, секрециясына әсер етеді. Фолликулогенезді реттейтін механизмдерді, соның ішінде атрезия процесін түсіндіру жануарлардың өніп-өсу тиімділігін арттыруда фолликулаларды ұтымды пайдалану үшін маңызды [138]. 
Жылу стрессі төлдің өсуі кезінде ооциттердің дамуын бұзу арқылы сүтті малдың репродуктивті қызметіне қатты әсер ететін маңызды мәселе ретінде бұрыннан танылған. Жылу стрессінің бұл зиянды әсерлері жылу стрессімен байланысты гипертермияның немесе дене температурасын реттеу үшін жылу стрессіне ұшыраған жануардың физиологиялық бейімделуінің нәтижесі болып табылады [139]. 

1.6 Сиырлардың эстралдық циклін синхрондау әдістері және оның нәтижесінің фолликулдер өсу сатысымен байланысы
Ғалымдарға етті бағыттағы сиырларды төлдегеннен кейінгі анэструс овуляциялық синхрондауға OvSynch және PreSynch модифицирленген нұсқанын қолдану жетістікке алып келді. OvSynch классикалық нұсқасы: 0-күннен GnRH препаратын, 8-күнінде PGF2α-ны егеді, GnRH препаратын 10-шы күні қайталап егіп, содан кейін 16-20 сағат ішінде қолдан ұрықтандыру жүргізілген. Сиырлардың эстралдық циклінде синхрондаудың оңтайлы нұсқасының мақсаты PreSynch өңделіп, алдын ала синхрондау үлгісіне сәйкес жүргілген: ол үшін PGF2α препаратын 14 күннен кейін қайталап еккен, содан кейін 12-14 күн GnRH препаратымен гормоналді өңделген, 7 күннен кейін PGF2α қайталап егілген, 48 сағаттан кейін GnRH қайталап егіліп, 16-20 сағаттан кейін қолдан ұрықтандырған. Зерттеудің нәтижесінде OvSynch және PreSynch нұсқасымен синхрондауда сауын сиырларының үлесі 47,2% және 57, 9% сәйкес келді [140]. 
Басқа эстральді циклді синхронизациялау жұмысында сиырларға келесі препараттар егілді: клопростенол (0,250 mg/ml), құрамында синтетикалық  PGF2α, простогландин,  гонадорелин аналогы,  GnRH,  тетрагидрат диацетат гонадорелин, 50 mg/mL, лиофилизирлеуші сарысулы гонадотропині PMSG 500 IU бар. Эксперименттік зерттеудегі 412 бас сиырды 4 топқа бөліп, 1-ши топқа  0 күннен - GnRH, 7-ші күннен PGF2α, 9-шы күннен GnRH (Ovsynch хаттамасымен, n=117),  2 топқа (Ovsynch модифицирленген хаттамасы бойынша, n=113), 0 күннен PMSG, 7-ші күннен  PGF2α, 9-шы күннен  PMSG,  3 топқа (синхрондау алды хаттамасы, n=98) 0-ші, 14-ші, 33-ші күндерінде PGF2α, 26-шы, 35-ші күндерінді GnRH, 4 топқа  (синхрондау алды модифицирленген хаттамасы, n=84) 0-ші, 14-ші, 33-ші күндерінде PGF2α,  26-шы, 35-ші күндерінде PMSG егілді. Барлық сиырларды  GnRH немесе PMSG  соңғы дозалағаннан кейін 16 сағаттан соң қолдан ұрықтандырады. Алынған мәліметтерде барлық 4 зерттеу тобындағы буаздық жиілігі 35,0%, 40,7%, 44,8% және 57,1%  құрады  P<0,05 [141].
 Синхрондау алдының стратегиялық қолданылуы бізге белгілі:  Presynch,  Ovsynch және Double-Ovsynch  уақытты бекітіп (timed artificial insemination,TAI), әдісімен ұрықтандырған кезінде қарапайым  Ovsynch  хаттамасымен ұрықтандыру көрсеткіші жоғары болды.  Айта кететін жайт, қарапайым синхрондау алды табынның  өнімділігін арттырып, шығынды азайтты. Зерттеудің нәтижесінде  жоғарғы проценттік ұрықтандырылу Ovsynch (43%)  үлгісіне қарағанда Double-Ovsynch (53%) үлгісімен өңдеу салыстырмалы жоғары болды [142].  Ірі қарада овуляция индукциясы  GnRH немесе hCG препаратын дәстүрлі әдіспен енгізу арқылы қолданылды. Сонымен қатар овуляция индукциясына  инсулин, эстрогенге қарсы, пролактинге қарсы, ингибитор ароматазалары қолданылды [143].   Синхронды күйлеу кезінде байқалатын проблемалардан айналып өтуге жанама стратегия көмектесті.  Синхронизация  программасы қолдан ұрықтандыру кезінде бекітілген уақыт ішінде күйлеуді болдырмаудың  алдын алды.  Сонымен қайтадан синхронизациялау гормональді түрлердің араласуы  диэструс немесе проэструс, негізінен простагландин F2α (PGF) және гонадотропин-рилизинг-гормонын (GnRH) қолданған кезінде белгіленген уақыт аралығында қолдан ұрықтандырылған кейін байқалды [144].   
Сиырдың қолдан ұрықтандыру операторының белсенді, жүйелі және дәйекті репродуктивті басқаруы әдетте қолданылатын технология деңгейіне қарамастан сүтті табынның репродуктивті табыстылығына әкеледі. Мұндай басқару эструс анықталғаннан кейін сиырларды ұрықтандыруды барынша арттыруға бағытталған және табысты болады [145]. Репродуктивті өнімділікті, сүт өндіруді оңтайландыру үшін гормондарды қолданбай сауын сиырларының көбеюін бақылау мүмкін емес. Сауын сиырлардың ерекшеліктеріне байланысты гормондарды қолдану жылуды визуалды анықтау қажеттілігін, жылу кезінде анықталмаған сиырлардың санын азайтып қана қоймайды, сонымен қатар көбеюдің жағымсыз салдарымен байланысты белгілі бір проблемалардың алдын алады. Ovsynch әдісі жоспарланғандай, GnRH және PGF2α қосындысы аналық бездердің физиологиялық жағдайын бақылауды қажет етпей, жасанды ұрықтандыруды оңтайлы уақытта жүргізуге мүмкіндік береді [146].
Соңғы бірнеше жылда жоғары сүт өндіру үшін жүргізіліп жатқан генетикалық селекцияға байланысты дүние жүзінде сауын сиырлардың құнарлылығы төмендеуде. Қазіргі уақытта сүтті малдың бедеулігінің негізгі себептерінің бірі туғаннан кейінгі анеструс болып табылады. Тікелей төлдегеннен кейінгі кезеңде аналық бездердің қысқа мерзімділігі қалыпты деп есептелсе де, сауын малда туғаннан кейінгі 60 күннен аса ұзартылған анестезия төлдеу мен төлдеу аралығында теріс әсер етеді. Осылайша, туылғаннан кейін 60 күннен кейін алғашқы эструстың пайда болуы қалыпты болып саналады, ал 60 күннен кейін туғаннан кейінгі анеструс деп аталады. Ғалымдардың мәліметтері бойынша сауын сиырлардың 61% -інде туғаннан  кейінгі  анестезия байқалып, оның шамамен үштен екісінде шынайы анеструс, ал үштен бірінде жасырын эструс болады [147].
	Кейбір зерттеуде авторлар эструс басталған кезде сауын сиырлардың жазғы және күзгі кезеңдерінде ұрықтандыру дәрежесін арттыру үшін белсенділікті автоматты бақылау әдісімен анықталған және гонадотропин-рилизинг гормонын (GnRH) қолданған. Демек, белсенділікті автоматты бақылау әдісі көмегімен анықталған эструстың басында 5 сағат бойы GnRH егу сиырлардың буаздығын арттыруы мүмкін [148].
	Бразилия ғалымдары сиырлардағы эстралдық  циклді синхрондау, PRID құрылғысын интравагинальды енгізу, эстрадиол бензоатын 2 мг дозада енгізу, эстрадиол кипионатын енгізу, PRID жою және PGF2α 0,150 мг дозада енгізу бағдарламасын,  хориондық гормоны (КГ) 400 ХБ дозада пайдаланды. Сиырларда синхронизацияның 0-ден 10-күніне дейінгі гормоналды емдеу кезеңінде аналық бездерде негізінен диаметрі 6,0 мм-ден аз фолликулдар табылғанын атап өткен жөн [149]. Сүтті сиырлар  табындарының қоңдылығын бақылаудағы өзгерістердің қозғаушы күштері табын мөлшерінің және сүтті сиырлардың көбеюін басқаруға көмектесетін технологиялардың санының айтарлықтай артуы болып табылады. Келесі тармақтар маңызды: генетикалық іріктеу, азықтандыру (әсіресе транзиттік кезеңде), жұқпалы ауруларды бақылау, репродуктивті басқару (репродуктивті басқаруды жақсартуға арналған автоматтандырылған жүйелер), овуляция эструс синхронизациясы, репродуктивті статусты жылдам диагностикалау, бұқалардың құнарлылығына да байланысты [150].
Сүтті табындарда егіз буаздық сиырлардың әл-ауқатын айтарлықтай нашарлатады, олардың өмір сүру ұзақтығын қысқартады және туғаннан кейінгі кезеңде антибиотиктерді қолдануға әкеледі [151]. Белгілі болғандай, барлық сиырлар буаздықтың кеш кезеңінен ерте лактацияға сәтті өтпейді, нәтижесінде сауын сиырларының шамамен үштен бірінде кем дегенде бір клиникалық ауру кездеседі [152].
	Сиырлар 8-20 сағат бойы өздігінен эструсқа түседі, бірақ овуляциядан шамамен 10-12 сағат бұрын бұқаға байланысты емес. Бұл овуляция эструс аяқталғаннан кейін 10-12 сағаттан кейін болатынын көрсетеді, бірақ ұрықтандыруға қабілетті болғанға дейін сперматозоидтар ұрғашы малдар жыныс мүшелерінде 6-8 сағат ішінде пісіп-жетілуден өтуі керек. Дәстүр бойынша эструстың басталуы ірі қара малды жасанды ұрықтандырудың ең қолайлы уақыты болып саналады, яғни эструстың алғашқы белгілері пайда болған сәттен бастап 6 сағаттан 24 сағатқа дейін болады. Дегенмен, соңғы зерттеулер бұл аралықты овуляциядан 16-6 сағат бұрын қысқарту керек, бұл оны эструстың соңына жақындатады [153].
Төлдегеннен кейінгі анеструс этиологиясында сауын сиырлардың репродуктивті қызметін реттейтін зат алмасу және гормондық процестердің маңызы зор [154]. Туғаннан кейінгі жатырдың инволюциясы мен эмбриональды даму заңдылықтарын түсіну ірі қара малдың көбеюін жеңілдетеді және төлдердің өсімділігінің тиімділігін арттырады. Жануарлардың жасы ұлғайған сайын инволюциялық кезеңнің айтарлықтай төмендеуі байқалады, бірінші төлдеген сиырлармен салыстырғанда, көп төлді сиырларда инволюция кезеңінде жатыр қысқа болды. Бұл қазіргі тұжырымдар голштейн сиырларының негізгі репродуктивті үлгілері туралы түсінікті кеңейтеді, бұл ірі қара малдың репродуктивтілігіне  пайдалы болуы мүмкін [155].
	Туғаннан кейін сиыр әртүрлі ұзақтықтағы жыныстық кезең маңызды рөл атқарады. Бұл репродуктивті тыныштық кезеңі емізетін жануарларда ұзағырақ болатыны анықталды. Бұл циклсіз кезең әдетте туғаннан кейінгі эстриялық кезең деп аталады. Туғаннан кейінгі кезең сауын сиырлардың төлдеу  кезеңі маңызды кезең болып табылады, өйткені оның құнарлылығына үлкен әсер етеді [156].
	Жатырдың инволюция процесінің ұзақтығының артуы сүтті ірі қара малдың репродуктивті тиімділігінің төмендеуіне ықпал етеді. Жатырдың инволюциясының жылдамдығын PGF2α, метилергометрин малеаты, Е витамині, селен және клопростенол инъекциялары арқылы жеделдетуге болады, ал лактобактерияларды құрсақішілік қолдану жыныс мүшелерінің инволюциясына өте жақсы әсер етеді [157]. Уақытылы азықтандыру, қоршаған орта жағдайлары төлдегеннен кейінгі жатырдың қалыпты инволюциясын қолдай алады. Отандық авторлардың пікірінше, сурфагон, магестрофан, АСД 2, тетрамаг, селевет дәрумені гормондық препараттарын кешенді қолдану және электроэякулятормен ішкі жыныс мүшелерін қосымша ынталандыру арқылы қазақтың ақбас сиырларының репродуктивті циклін синхрондауда жақсы нәтижелер алынған [158].

1.7 Арнайы әдебиеттердегі деректерді талдау
Осылайша, субдоминантты және доминантты фолликулалардың өсу динамикасын зерттеу үлкен теориялық және практикалық мәнге ие. Қазіргі уақытта сиырларда жыныстық жетілу кезінде ооциттерді ұрықтандыру тиімділігінде бірінші толқын доминантты фолликуланың рөлі белгісіз.  Доминантты және субдоминантты фолликулалардың өсу заңдылықтарын зерттеу сиырлар мен құнажында овуляция индукциясын, жыныстық циклді синхрондауды қолдану схемасын теориялық тұрғыдан негіздеуге мүмкіндік береді. Әдебиеттерді талдау Қазақстандық ғалымдардың сиырлардағы фолликулогенез процесінің ерекшеліктері туралы зерттеулер жүргізбегенін көрсетеді. Қазіргі уақытта эструс циклі кезінде сиырлардағы фолликулалардың өсуін бақылаудың жалғыз әдісі ультрадыбыстық аналық безді сканерлеу және аналық безді трансректальды пальпациялау болып табылады.
Осылайша, сиырлардағы репродуктивті қабілеттерді анықтайтын SNP полиморфизмдерін зерттеу ветеринария ғылымының өзекті мәселесі болып табылады. Бұл зерттеудің мақсаты әртүрлі репродуктивті параметрлері бар сиырлардағы GDF9 генінің локусы бойынша A625T/Drai SNP полиморфизмінің генетикалық нұсқаларының таралуын зерттеу және берілген геннің аллельдерінің әсерін зерттеу болды. 
Сүтті бағыттағы мал шаруашылығында сиырларда овуляцияны, эструсты және эструздық циклді индукциялаудың оңтайлы нұсқаларын жасау және сиырларды төлдегеннен кейін қолдан ұрықтандырудың мерзімін анықтау өзекті мәселе болып табылады. Бұл зерттеудің мақсаты голштеин және джерси тұқымды сауын сиырлардағы эстралдық  циклды синхрондау бойынша әртүрлі нұсқалардың тиімділігін зерттеуге және Алматы облысының сүт фермаларында қолдан ұрықтандырудың оңтайлы уақытын анықтау байланысты болды.
Ғалымдар зерттеу барысында  «Сурфагон»  және  «Магэстрофан»  бұлшықетке, биологиялық белсенді  AСД-2 фракциясын, «Тетрамаг» витаминдік кешендері (А, D3, Е, F дәрумендері) «Селевет» (Е витамині + натрий селениті) және 10 В әлсіз тоқ көзі бар электроэякулятормен жыныс мүшелерін тітіркендіру қосымша жыныс мүшелеріне  және сиырлардың ұрықтану көрсеткішін арттырады. Зерттеудің нәтижелері сиырлардағы жыныстық циклды синхрондау үшін жыныс мүшелерін  қосымша әр түрлі әдістердің тиімділігі дәлелденген [159].
Сиырлардың бедеуліктерінің себептерінің ішінде жиі кездесетін, репродуктивті жүйенің аурулары. Жыныстық жүйенің аурулары бедеу сиырларда 30-51% және  құнажындарда 13-28%  тіркелген, бедеуліктің артуы сүтті сиырларды ұстау технологиясына кері ықпал етеді. Репродуктивті жүйедегі патологияларды емдеуде патогенді микробтарға қарсы препараттарды таңдағанда, нитокс препараты  басқа препараттармен салыстырғанда ең жақсы нәтиже көрсетті [160]. Жыныстық циклды синхрондау үшін бірнеше гормоналды препараттармен әртүрлі нобайларын қолданылған, соның ішінде (Фертагил, Е-селен, Эстрофан)  пайдалануды ұсынады.  Бұл нобайды қолданған кезде  етті бағыттағы сиырларда 84,4%  жыныстық күйге келу  және  ұрықтану көрсеткіші 85,2% болған [161]. Ветеринариялық гинекологияда синхронизацияның соңғы кезеңі  асыл тұқымды аталықтардың ұрығын пайдаланып сиырларды қолдан ұрықтандыру болып табылады [162].  
Биологиялық белсенді ұлпалық препараттарды қолданудың ерекше маңызы бар екені дәлелденді, өйткені олар жануарлар организмінің табиғи төзімділігін арттыруға және олардың өнімді қызметін қалыпқа келтіруге мүмкіндік береді. «Плацентин» ұлпалық препараты ақуыз түзілу процестерін ынталандыратыны, қанның морфологиялық құрамын жақсартатыны және жалпы ақуыз және оның фракцияларының динамикасында оң өзгерістер туғызатыны анықталды [163].  Анықталғанындай,  жыныс бездерінде персистентті сары дене бар болса, жатыр түтікшесінің  морфометриялық жəне цитометриялық өзгеріске түсетіні  зерттелген. Аналық бездердің персистентті сары денесі репродуктивті функциясы бұзылған жануарлардың 25%-ында кездесетіні және 60% жағдайда ол сол жақ аналық безде  болатыны көрсетілген [164].  
Аналық жыныс  бездердің белсенділігін арттыруда, фолликулогенезі бұзылған 240-тан астам асыл тұқымды сиырлар мен құнажындарға зерттеу жүргізіп, фоллимаг және фоллитропин препараттарын қолданған. Эстрофан, эстуфалан және суперфан препараттарын фоллитропин препаратымен бірге қолданғанда ұрықтану көрсеткіші 70,9% болған және жануарлардың тұқымдық ерекшеліктеріне байланысты емес [165].      	Туғаннан кейінгі кезеңнің патологиялары кең таралған, олардың созылмалы ағымы сиырлардың жаппай бедеулігінің негізгі себептерінің бірі болып табылады [166].    	Сиырларда ұрықтандыру  сәтінен  бастап туғанға дейін аралықтағы түсік тастауы  6,5% -дан 8,9% -ға дейін болды. Бұл ретте негізінен түсік буаздықтың бірінші жартысында пайда болады, бұл ұрықтың күрделі даму кезеңдеріне және плаценталық жетіспеушілікке байланысты [167].
   	 Авторлар түтікшелерінің өткізгіштігінің бұзылуын анықтаудың қазіргі таңда қолданатын балау əдістерін зерттеген жəне сиырлар мен құнажындарда ұрық түтікшелерінің өткізгіштік қасиеттерін анықтаудың жаңа əдісін, жыныстық циклдің қозу сатысы кезінде, жатыр мойыны табиғи ашылған кезде жатыр еттері мен ұрық түтікшелерінің жиырылу қабылетін сақтай отырып, ұрық түтікшелерін үрлеу арқылы балау жасаған. Үрлеу үрдісі, пертубация, осы жұмыстың авторлары ойлап тапқан, арнайы құралдың көмегімен жүзеге асырылады [168].  
    	Отандық ғалымдардың зерттеу жұмыстарында шет елден әкелінген етті және сүтті бағыттағы сиырларда төлдегеннен кейін ангус тұқымды сиырлардың 24,7%, герефорд тұқымды сиырлардың 18,4% жыныс органдарының патологияларына шалдыққан. Сүт бағытындағы симментал және голштино-фриз тұқымды сиырларда бұл көрсеткіш 32,4 - 66,9%-ға дейін жеткен. Шет елден әкелінген ет бағытындағы сиырларға қарағанда сүт бағытындағы сиырлар төлдеу және төлдеуден кейінгі кезең патологияларына шалдығу көрсеткіші 1,31-2,72 есе көп болған [169].  
Ғалымдар  қазақтың ақбас және абердин-ангус тұқымдас сиырларындағы аналық жыныс бездерінің дисфункционалды патологияларын дифференциалды балау жасау критерийлерін дайындаған. Аналық бездердің дисфункционалды жағдайы қысыр  сиырлардың 25,8±0,34% да тіркелген, персистентті сары дене сиырлар мен құнажындардың 5,98±0,21% кездескен, тексерілген малдардың 2,29±0,76% фолликулярлық кисталар анықталған. Жалпы сиырлардың функционалдық патологиялардың таралуы зерттеулер жүргізілген  шаруашылықтарда 34,07±7,63%  құраған [170].   
Мал шаруашылығының дамуына инновациялық технологияларды қолдану атап айтқанда торшалық репродуктивті және ДНҚ технологияларын қолдану туралы ақпарат берілген. Ультрадыбыстық сканерлеуді қолдану сиырлардағы суперовуляция нәтижелерін бағалауға, сары дененің саны мен сапасын, сондай-ақ фолликулярлық күлдіреуіктердің санын анықтауға мүмкіндік береді. Зерттеу нәтижелері бойынша аналық бездеріндегі фолликулярлық күлдіреуігі бар сиырлардың саны  жалпы санының 11,0% жеткен. Қажетті жыныстағы бұзауларды алу үшін, бір жынысты сперматозоидтармен құнажындарды ұрықтандыру әдісін қолдану ұсынылады, нәтижелері 61,8% құраған [171].  
Голштеин сиырларының қан сарысуындағы эстрадиол мөлшерін анықтау үшін Ресейде өндірілген «ИммуноФА Эстрадиол», коммерциялық жинағын қолдана отырып,  ферменттік иммуносорбентті талдау (ИФА) әдісін пайдаланған. Сиырда овуляцияға дейінгі кезеңде эстрадиол концентрациясы бірінші күні 99,169 пмоль/л-ден 93,315 пмоль/л-ге дейін, екінші күні 79,785 пмоль/л-ден 87,434 пмольге дейін өзгеретіні анықталды және үшінші күні 96,879 пмоль /л-ден 99,422 пмоль/л дейін. Ұқсас көрініс овуляция алдындағы кезеңде болған барлық жануарларда байқалды, бақылау тобындағы жануарлар эстралдық цикл кезінде эстрадиол гормонының секрециясының жоғарылауын көрсетті. Сиырлардағы эстрадиолдың овуляция алдындағы кезеңде төмен болуы, шамасы, овуляцияға дейін доминантты фолликулалардың өсуінің аяқталуымен байланысты болғананы анықталған. Әдеби деректерде субдоминантты және доминантты фолликулалардың өсуі эстрадиол гормонының секрециясының жоғарылауымен бақыланатынын көрсетеді [172].
   	Сиырларда эстралдық цикл кезінде аналық бездерінде субдоминантты және доминантты фолликулдардың өсу динамикасын зерттеу үшін жиілігі 5,0-7,0 МГц дөңес эндоректалды түрлендіргішпен жабдықталған PU2200Vet қондырғысы қолданылды. Сиырларда субдоминантты және доминантты фолликулдердің өсу қарқынын анықтау үшін екі аналық бездерді де арасына 48 сағат уақыт салып ультрадыбыстық әдіспен зерттеу оңтайлы әдіс екендігін айтады [173].
    	Тазаланған плацентарлы өнім (адам) гонадотропиндер ановуляциялық жыныстық циклдердің алдын алу, жыныс бездерінің фолликулярлық күлдіреуіктермен  күресу үшін кеңінен қолданылатыны белгілі болды [174]. 
Эструс алдындағы фазада 10 мл (50 мкг белсенді зат) мөлшерде  сурфагон препаратын енгізу арқылы бұрын ановуляторлы жыныстық цикл балауы  қойылған сиырлардың ұрықтандыру деңгейінің (44,8-ден 81,3%-ға дейін) жоғарылауына қол жеткізген.  Авторлардың пікірінше, бұл мөлшер фолликулды ынталандыратын және лютеинизациялаушы гормондардың синтезі мен босатылуын ынталандырады, бұл граф фолликулаларының жылдам өсуіне және кейіннен овуляцияға әкеледі [175].
    Туғаннан кейінгі патологиясы бар сиырлардың жыныс органдарына «Витафон»  аппаратын қолдану арқылы, ультракүлгін жоғары жиілікті сәулелерін және вибромассаждың тиімділігін дәрілік препараттармен біріктіріп емдеу тиімділігі 10-15% артатыны көрсетілген. Ұсынылған параметрлерде вибромассажбен мен сәулеленудің әсері сиыр денесінің иммунобиологиялық жағдайын қалыпқа келтіреді және арттырады, мұны эндометритпен ауыратын сиырлардың қанының биохимиялық көрсеткіштерінен және сауыққаннан кейін қанның биохимиялық көрсеткіштерінен  көруге болатыны анықтаған [176].  
Осылайша, фолликулогенез үрдісі  тиісті жыныстық гормондардың секрециясымен реттеледі, мысалы: ФСГ, ЛГ, прогестерон, эстрадиол, сондықтан біздің ойымызша, сиырлардағы жыныстық цикл кезінде және овуляция алдындағы кезеңде эстрадиол гормонын зерттеудің теориялық және практикалық маңызы бар.  Алғаш рет зерттеу тобындағы сиырларда эстрогендік рецепторы (ERα), GDF9  ген локустары бойынша генотиптеу жұмыстары жүргізіліп, олардың аллелдерінің өсіп өну қызметіне байланыстары анықталады. 




2 НЕГІЗГІ БӨЛІМ 

2.1 Зерттеу материалдары мен әдістері 
2.1.1 «Байсерке-Агро» ЖШС сүт фермасында сиырларда аналық бездерінде доминантты және субдоминантты фолликулдердің популяциясының өсу динамикасын УДЗ әдісімен зертеу
Голштеин тұқымдас сиырларында эстралдық цикл ішінде оң және сол жақтағы аналық бездеріндегі доминантты және субдоминантты фолликулдердің өсу динамикасын, өсу толқындарын анықтауға бағытталған эксперименталдық жұмыстар 2018-2020 жылдары Алматы облысы Талғар ауданы «Байсерке-Агро» ЖШС асыл тұқымды сүт фермасында жүргізілді. Ультрадыбыстық зерттеу жүргізу үшін, PU2200 Vet және Mindray Z5 Vet маркалы ультрадыбыстық құрылғыларын қолдандық, эндоректалдық датчиктерімен. Зерттеу сүт фермасы жағдайында, голштеин тұқымдас 2-3 лактациядағы сиырларда, өнімділігі 8000 кг сүт беретін сиырларда жүргізілді. Зерттеу алдында сиырды бекемдеп, тік ішектегі нәжістерден арылтқан соң, эндоректалдық датчиткті тік ішекке енгізіп, кезегімен оң және сол жақ аналық бездерді сканерлеу жасадық. . Әдістің қиын тұстары, аналық безді табу және оны фиксация жасап тұрып, онда орналасқан фолликулдарды әр түрлі позицияда сканерлеу.
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Сурет 1 - «Байсерке-Агро» ЖШС сүт фермасында голштеин тұқымдас сиырларда доминантты және субдоминантты фолликулдардың  өсу сатыларын УДЗ сканерлеу әдісімен анықтау

Фолликулдердің диаметрін, көлемін Mindray Z5 Vet маркалы УДЗ қондырғысымен анықтаған кезде, мониторда, сонограммада фолликулдің мөлшері белгілеп алған соң, қондырғы өзі автоматты түрде сол фолликулдің көлемін анықтап береді. Сосын фолликулдердің диаметрін анықтау үшін PU2200 Vet УДЗ қондырғысын пайдаланған кезде екі жұп нүктені белгілеп алып, сол фолликулдің екі диаметрін мм өлшем бірлігімен өлшеп алдық (сурет 2). 
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Сурет 2 - Сонограмма, мониторда оң жақ аналық безде орналасқан фолликулдер
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Сурет 3 - Сонограмма, сол жақ  сонограммада аналық безде орналасқан көптеген диаметрі кішкентай субдоминантты фолликулдар популяциясы, оң жақтағы сонограммада формасы, орналаусы әртүрлі  фолликулдер көрсетілген

Сиырларда эстралдық цикл ішінде доминантты және субдоминантты фолликулдердің өсу динамикасын зерттеу, оларда өсу толқындарын анықтау PU2200 Vet УДЗ қондырғысының көмегімен, әрбір 48 сағат сайын жүргізілді, доминантты немесе субдоминантты фолликулдердің, әр түрлі диамтердегі сонограммалары электрондық форматта сақталды, келесі зерттеу күні осы фолликулдердің өсу динамикасы немесе олардың атрезияға ұшырауы есепке алынып отырды. Сонымен бірге, жұмыс дәптерге зерттелген оң жақ немесе сол жақ аналық бездердегі фолликулдардың орналасауы нобай түрінде белгіленіп отырды. Осы алған нәтижелерге талдау жасау арқылы зерттеу тобына кірген 3 бас голштеин тұқымдас сиырларында (№1501, №265,  №1697)  екі немесе үш өсу толқындары зерттелді. 
Фолликулдердің өсу динамикасын зерттеу үшін PU2200 Vet маркалы УДЗ қондырғысы қолданылды. Тәжірибелік сиырлардың оң және сол аналық бездерінің ультрадыбыстық сканерлеуі 48 сағат аралықта жүргізілді, доминантты фолликул мен субдоминантты фолликулдердің ұзындығы мен ені өлшенді, субдоминантты және доминантты фолликулдердің орналасуы анықталды, ультрадыбыстық зерттеу нәтижелері сонограмма түрінде жазылып сақталды. Біз аналық бездердің сыртқы қыртысты қабатында орналасқан субдоминантты фолликулдарды анықтадық, фолликулдерң пішіндері жиі сопақша болып келеді, доминантты фолликул анық көрінеді, сонограммада эхогендік суретті береді, анық анықталған күңгірт фон түрінде (фолликулярлық сұйықтық), сонограммада аналық без паренхимасы айқын эхогенділікке ие.
Аналық бездерде орналақан фолликулдер сонограммада эхогенді көрініс береді, себебі фолликулдер ішіндеге сұйықтық сонгораммадла қара фон береді (сурет 3). Алынған сонограммаларға талдау жасау барысында олардың орналасуына, формасына, санына көңіл аудардық. Доминантты фолликулдердің өсу үрдісі әдетті субдоминантты фолликулдер популяциясының өсуімен қатар жүреді. Доминантты фолликулдер өсу динамикасы мен олардың өсу толқындарын анықтаудағы қиындықтар, әрбір 48 сағат сайын жасалған сонограммаларға шатастырмай, фолликулдердің орналаусын есептеп, олардың өсу динамикасы мен толқындарын қатесіз дәл анықтау. Сол үшін жұмыс дәптеріне, электродық форматта сақталған сонограммаларға күнделікті талдаулар жасалып, жұмыс дәптеріне белгіленіп отырды. УДЗ әдіспен доминантты және субдоминантты фолликулердің өсу динамикасы мен өсу толқындарын зерттеу барысында ТМД елдерінде жүргізілген Беларусь Республикасынан Н.И. Гавриченконың, В.С. Авдеенконың жұмыстарында көрсетілген әдістер қолданылды [90, 91]. Сиырларда доминантты және субдоминантты фолликулдер өсу динамикасы УДЗ сканерлеу әдісімен зерттелді, гистологиялық зерттеулер жүргізілмеуіне байланысты атрезияға ұшыраған фолликулдар туралы ақпараттар талданбады. 

2.1.2 Сиырларының қан сарысуындағы эстрадиол концентрациясын овуляцияға дейінгі кезеңде және репродуктивті циклдің әртүрлі кезеңдерінде ИФТ әдісімен зерттеу техникасы 
Зерттеу жұмыстарының міндеттеріне сәйкес осы тәжірибе тобындағы 3 бас сиырлардан эстралдық цикл ішінде арасына 48 сағат үзіліспен қан сары суы үлгілері алында. Осы сынамалар ИФТ әдісімен қан сары суында эстриол гормонының мөлшерін анықтағанға дейін тоңазтқышта, минус 16-18 градуста сақталды. Талдау жасар алдында үлгілерді ерітіп, ИФТ әдісімен тексеруге пайдаландық. ИФТ әдісімен қан сары суы үлгілерінде эстрадиол гормонының мөлшерін анықтау «Акушерлік, хирургия және өсіп өну биотехнологиясы» кафедрасының зертханасында  ELx808 (микропланшетті ридер) иммунноферменттік  анализаторының көмегімен  «ИммуноФА Эстрадиол» реагентін пайдалана отырып  жүргізілді. 
Эстрадиол (Е2) гормонының овуляцияалдындағы деңгейін анықтау үшін  Алматы облысы Талғар ауданы «Байсерке-Агро» ЖШС асыл тұқымды шаруашылығының голштейн тұқымды үш сиырдан 18 қан сарысуының үлгілері алынып зерттеу жүргізілді. Иммундық-ферменттік талдауға (ИФА),  қан сиырлардың құйрық венасынан 5 сағат аралықпен алынды, бақылау үлгілері ретінде жыныстық циклдің әртүрлі сатысында болған сиырлардың 12 бастан алынған қан сарысуының үлгілері пайдаланылды. Сарысу үлгілері бөлме температурасында сақталды, 18 сағаттан кейін диспенсердің көмегімен Сарысудың қажетті мөлшері бөлінді. Содан кейін 500 мкл қан сарысуы үлгілерінің аликвоттары дайындалды, әр пробиркаға белгі қойылды және тоңазытқышқа қойылды (температура +5-6 С0). 
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Сурет 4 -  Сиырлардан алынған ИФТ әдісімен эстрадиол гормонының мөлшерін анықтауға қажет қан сары суы үлгілері 

ИФА жиынтықтың құрамына келесі компоненттер кіреді: 96 ұяшықты планшет, пероксидазасы бар эстрадиол конъюгаты, калибрлеу сынамалары, бақылау сарысуы, фосфат-тұз буферлік ерітіндісі, субстрат ерітіндісі, тоқтату реагенті, планшетті жабыстыруға арналған пленка. Сиырлардың қан сарысуының үлгілерін талдау «Иммунофа Эстрадиол» коммерциялық жиынтығының хаттамасына сәйкес жүргізілді.
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Сурет 5 -  Сиырлардың қан сары суы сынамаларында  ИФТ әдісімен эстрадиол гормонының мөлшерін анықтау үрдісі
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Сурет 6 -  Қан сары суы үлгілеріне ИФТ компоненттері қосылып инкубация жасалған, ELx808 (микропланшетті) ридер қондырғысында оқу 
 
Иммуноферменттік талдау әдіспен сиырлардың қан сары суы сынамаларында ELx808 (микропланшетті) ридер қондырғысымен эстрадиол гормонының концентрациясын өлшеу кезінде қосымша қондырғылар, термошейкер және вошер қондырғылары, 8 үлгіге арналған дозаторлар қолданылды. Инкубация 37 0С жасау үшін арнайы термостат қолданылды. ИФТ әдісімен қан сарында эстрадиол гормонын анықтау диссертациялық жұмыста үш түрлі жолмен жүзеге асырылды, тоңазытқышта +5-6 градуста 10-20 тәулік сақталған қан сары суы үлгілерінде, сосын тоңазытқышта – 18-20 градуста қатырылған қан сары суы үлгілерінде, бірақ бір рет ерітілген қан сары суы сынамалары екінші рет қайта қатырылмады, сосын ИФТ әдісімен тура осы үлгілерже эстрадиол гормонының мөлшері медициналық балау орталығында жүзеге асырылды. 

2.1.3 Зерттеу тобындағы голштеин тұқымдас сиырларына эстрогендік рецепторы (ERα), GDF9  ген локустары бойынша генотиптеу жүргізу әдістемесі
Диссертациялық жұмыстың тақырыбы мен міндеттеріне сәйкес голштеин тұқымдас 120 бас сиырларында сонымен бірге екі ERα, GDF9   ген локустары бойынша генотиптеу жұмыстары жүргізілді. Аталған зерттеу үшін эксперименталдық сиырлардың күре тамырынан немесе құйрық венасынан құрамында ЭДТА антикоагулянты бар пробиркаларған қан үлгілері алынып, сиырлардың тізімдері жасалды. Алматы облысы, Талғар ауданында орналасқан «Байсерке Агро» сүт фермасы  көпсалалы ірі мал шаруашылығы. Алынған қан үлгілері ваккумдық пробиркаларда, көлемі 2,0 мл, -18-20 градуста тоңазтқышта сақталды. Қатырылған қан үлгілері тек бір рет қана ерітіліп, ол сынамалардан ДНҚ бөлініп алынды. Екінші рет қатыруға болмайды. 
Біздің эксперименттерімізде қатырылған қаннан геномдық ДНҚ алу классикалық фенолдық әдісті қолдану арқылы жүзеге асырылды. Фенол әдісімен ДНҚ бөлу үшін қан үлгілерін алдын ала дайындау әдісі. Алдымен 1,5 мл еріген қанды 8000 айн/мин 5 минут бойы центрифугада ұстаймыз, содан кейін тұнбаны (лейкоциттер) 1 мл буферін 100 мМ Tris-20 мМ ЭДТА-10 мМ NaCl, pH=8,0, 8000 айн/мин 5 мин  қайта центрифугалайды, тұнбаны (лейкоциттер) 100 мкл буферіне 100 мМ Трис-20 мМ ЭДТА-10 мМ NaCl, рН = 8,0 араластырып шөктіреді. Осыдан кейін 100 мкл үлгіге 400 мкл буферін 100 мМ Tris-20 мМ ЭДТА-10 мМ NaCl қосамыз, рН = 8,0. Содан кейін суспензияға 5 мкл протеиназа К (20 мг/мл) және 25 мкл 10% натрий додецил сульфаты (ДСН) ерітіндісін қосамызда ,мұқият араластырамыз. 55°C температурада 3 сағат бойы инкубациялаймыз. Содан кейін бірдей көлемде фенолды (РН 8,0) қосып, алынған қоспаны 15 минут шайқайды, содан кейін 15 минут бойы 5000 айн/мин  центрифугалайды және ДНҚ бар жоғарғы сулы фазаны мұқият алып-аламыз. Бұл жағдайда центрифугалық түтіктің мазмұны 4 фазаға бөлінеді: 1) түбіндегі тұнба – торша қалдықтары, 2) құрамында еріген белоктары бар фенол фазасы, 3) интерфаза – фенолда ерімейтін денатуратталған белоктар, 4) жоғарғы фаза – тазартылған ДНҚ-ның сулы ерітіндісі. Фенолмен араластырып жуған соң интерфазадағы белок іздері толық жойылғанша екі рет қайталайды. ДНҚ көрінетін болады және қалдық тұздар мен фенолды кетіру үшін 70° этанолмен жууға болады. ДНҚ бөлме температурасында аздап кептіріледі және TE буферінде ерітіледі (10 мМ Tris HCL - 1 мМ ЭДТА, рН 7,4). ДНҚ экстракциясынан кейін оны спектрофотометрдің көмегімен талдаймыз. A260/A280 сіңіру коэффициенті барлық жағдайларда 1,8-ден асуы керек, бұл ДНҚ үлгілерінің жақсы сапасын көрсетеді. ДНҚ шығымы әдетте бір мл қанға 20 мкг құрайды. Оқшауланған ДНҚ мөлшері 260 нм толқын ұзындығындағы қос тізбекті ДНҚ ерітіндісінің 1 оптикалық абсорбция бірлігі 50 мкг/мл ДНҚ концентрациясына сәйкес келетінін ескере отырып, спектрофотометрдің көмегімен анықталады. Алынған ДНҚ тоңазытқышта 4°C температурада бірнеше апта бойы сақталуы мүмкін. Егер ДНҚ үлгілерін ұзақ уақыт бойы сақтау қажет болса, онда -20°C температурада мұздату қажет. 
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Cурет 7 - Құрамында ЭДТА антикоагулянты бар, ваккумдық пробиркалардағы ДНҚ бөлуге арналған қан үлгілері

Сондай-ақ, қатырылған қаннан ДНҚ бөліп алу Ресейлік «ДНК сорб-В» коммерциялық жинағы арқылы жүзеге асырылды. Әдістемені оңтайландыру және сиыр қанынан жоғары сапалы ДНҚ бөліп алу үшін қанды алдын ала өңдеу әдісін келесідей қолдандық: пробиркаға 200 мкл қан қосылды, содан кейін 100 мМ бар 1 мл лизистеу буфері қосылды. TRIS, 20 мМ ЭДТА, 10 мМ NaCI, pH 8.0 және 30 секунд араластырды, содан кейін 5 минут бойы 10000 айн/мин центрифугаға қойдық. Центрифугалаудан кейін шөгінді 500 мкл буферде тоқтатылды: 100 мМ Tris, 20 мМ ЭДТА, 10 мМ NaCI, pH 8,0 және 8 мкл 2-меркаптоэтанол қосылды. Содан кейін  1 минутқа араластырып, бөлме температурасында 30 минутқа қалдырдық. Осы жолмен 100 мкл көлемінде дайындалған қоспа нұсқаулыққа сәйкес «ДНК сорб-В» жинағын пайдаланып ДНҚ экстракциясы үшін пайдаланылды.
Ең алдымен ДНҚ экстракциясы алдында «ДНҚ-сорб-В» жинағынан алынған лизистік ерітінді мен №1 жуу ерітіндісі 65°С температурада 1 сағат қыздырылды. Содан кейін пробиркаға меркаптоэтанолмен дайындалған 100 мкл қоспаны қосып, құйындыда жақсылап араластырып, 65 °C температурада 5 минут қыздырды. Микроцентрифугада 5 секунд 5000 айн/мин центрифугалау қажет. Содан кейін әр түтікке жинақтағы 25 мкл әмбебап қайта суспензияланған сорбент қосылды. Олар оны құйынға араластырып, штативке 2 минутқа қойдық, содан кейін бұл процедураны қайтадан қайталап, оны штативке 5 минутқа қоямыз. Сорбент 30 секунд ішінде 5000 айн/мин центрифугалау арқылы тұндырылды. Шөгіндіні алып тастап, содан кейін 300 мкл №1 жуу ерітіндісі қосылды. Қоспа құйындымен араластырылды, сорбент центрифугалау арқылы тұндырылды және үстіңгі шөгіндіні алып тастаймыз.  500 мкл №2 жуу ерітіндісі қосылды, құйындымен араластырылды, центрифугадан өткізіліп, үстіңгі қабат алынды. Жуу процедурасы №2 жуу ерітіндісін қолданып қайталанды. Әмбебап сорбент 5-10 минут бойы 65 °C температурада термостаттағы үстіңгі сұйықтықты алып тастағаннан кейін кептірілді. ДНҚ элюциясы үшін түтіктерге 50 мкл ТЕ буфері қосылды. Вортексте  араластырылып, термостатта 65 °C температурада 5 минут бойы мерзімде шайқау арқылы инкубацияланды. Пробиркаларды максималды микроцентрифуга жылдамдығымен 1 минут бойы центрифугаланды.  Тазартылған шөгіндіде таза ДНҚ бар, ол кейіннен полимеразды тізбекті реакция үшін қолданылды. Осы жолмен бөлінген ДНҚ сапасы мен саны 0,8% агарозды гельде тексерілді. 
Келесі құрамдағы лизиске ұшырататын  буферін (TES) дайындау: 100 мМ Tris, 20 мМ ЭДТА, 10 мМ NaCl, рН = 8,0. Лизистеуші буферін дайындау үшін Тристі 1,2 г мөлшерде тазартылған суда – 80 мл ерітеді, содан кейін рН теңестіру үшін 400 мкл HCL қосамыз, содан кейін 4 мл 0,5 М ЭДТА және 0,0585 г NaCL қосып, буфер көлемін 100 мл  келтіреміз. Осылайша дайындалған буфер, сиыр қанын алдын ала өңдеу үшін пайдаланылды. Бөлінген ДНҚ сапасы микроспектрофотометриялық талдау (NanoDrop™ 2000) көмегімен концентрацияны өлшеу арқылы бағаланды, ал ДНҚ тазарту дәрежесі A260/A280 қатынасымен анықталды.
Бөлініп алынған ДНҚ сынамалары 1хТЕ буферінде ерітіліп, бірнеше сағат ішінде шайқау арқылы толық ерітілді. Осылай бөлініп алынған ДНҚ сапасы екі түрлі әдіспен анықталды, горизонталдық электрофорез және нанодроп қондырғысымен ДНҚ концентрациясын өлшеу. 
ДНҚ үлгілерін генотиптеу жұмыстарын жүргізу кензінде келесі сайттардан алынған ақпараттар қолданылды: NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene /?term=GDF9) сайты, ERα, GDF9 гендерінің тізбектері туралы ақпараттарды алу үшін, Primer 3 бағдарламасы (https://primer3.ut.ee) праймерлер дизайынын жасау үшін,  рестриктазалар туралы сайттар (https://www.thermofisher.com/orde r/cat alog/product/ER0221) BglI және Dra I эндонуклеазаларының сайт рестрикциясын анықтау үшін, Nebcutter (https://nc3.neb.com/NEBcutter/) сайтын қажет нүктелік мутация отырған фрагментті анықтап, кесетін рестриктазаларды табу үшін. Молекулярлықетикаллық зерттеу барысында 1Х, 10Х, 50х ТАЕ буфері, 1х, 10х ТЕ буфері, түрлі коммерциялық компаниялардың ДНҚ бөлуге арналған коммерциялық жиынтықтары, агароза, сипаттамасы EEO 0,09-0,13 болуы қажет (Low), рестрикция жүргізуге қажетті буферлер, деоионизирленген бидистилденген су, Залма компаниясы арқылы тапсырыс беріп Американың Applied Biosystems компаниясы синтездеген праймерлер қолданылды. Буферлердің pH мөлшерін өлшеу екі түрлі жолмен жүргізілді: лакмус қағаздары арқылы және арнайы pH қондырғысымен өлшеу. Қолданылған қондырғылар: вортекс, центрифугалар, Германияның Эппендорф компаниясының амплификаторы, горизонталдық электрофорезге арналған аппарат, ток көзі, гель құжаттаушы жүйе.  
Эстрогендік рецептор (ERα) локусы бойынша сиырларды генотиптеу: F: 5'-TTTGGTTAACGGTGGGAG -3' және R: 5'-TGTGACACAGGTGGTTTTTC-3' праймерлерінің көмегімен жүргізілді, амплификат ұзындығы 242 ж. н., BglI эндонуклеазасымен кескеннен кейін генетикалық нұсқаларға байланысты мына фрагменттер түзіледі: 242, 162 және 80 ж. н. [83, б.253]. ERα генінің фрагменттері амплификациясы шарттары: 95 °С температурада бастапқы денатурация, (5 мин); 94 °С температурада денатурация, (60 сек); 53°С температурада праймерлерді күйдіру, (30 сек), 72°С температурада синтезді аяқтау (7 мин) (кесте 1). 

Кесте 1 -  Голштеин сиырларының ДНҚ үлгілерін Erα, GDF9 гендерінің локустары бойынша генотиптеу үшін полимеразды тізбекті реакциясын жүргізу шарттары

	Амплификация шарттары
	Erα/BglI
	GDF9 
(SNP - A625T/DraI)

	Бастапқы денатурация
	950С - 5 мин
	950С - 5 мин

	Денатурация 
Праймердің жабысуы    
Элонгация 
Циклдер саны   
	940С   60 сек
530С   60 сек
720С   60 сек
35
	950С   45 сек
690С   45 сек
720С   45 сек
35

	Бастапқы денатурация
	720С 3 мин
	720С 5 мин



Кесте 2 - ERα, GDF9 гендерінің кодтау бөлігіндегі SNP полиморфизмдері және нүктелік мутациялардың орналаусы, қолданылатын рестриктазалар, жануарлардың генотипіне байланысты ДНҚ фрагменттерінің ұзындықтары

	 Сипаттамалары 
	Ген және  SNP полиморфизм атаулары 

	Ген атауы  
	ERα/ BglI 
 
	GDF9 
(SNP - A625T/DraI)

	Геннің хромосомада орналасуы 
	9
	7

	Ген ұзындығы   
	415 900 ж.н. 
	2 941 ж.н.

	Нуктелік мутацияның орналасуы
	A/G@169 
ERα генінің С промотрлық бөлігінде 
Connor  E. E. et all 2005 [178]
	Tang K.Q. et all 2013
[125]

	Амплификат ұзындығы 
	242 ж.н.
	376 ж.н.

	Рестриктаза және оның  сайт рестрикциясы 
	BglI 
5'-GCCNNNN/NGGC-3'
	Dra I 
TTT/AAA

	Рестрикциядан кейінгі генотипке байланысты фрагменттер ұзындықтары 
	AA - 242 ж.н.,
AG - 242 ж.н., 182 ж.н., 
60 ж.н., 
GG - 182 ж.н., 
60 ж.н.
	TT – 352 ж.н., 
TA – 376 ж.н., 
352 ж.н., 24 ж.н., 
TT – 352 ж.н., 24 ж.н.  


Голштеин сиырларында GDF9 (SNP - A625T/DraI) гені бойынша алынған амплификат ұзындығы  376 ж.н.,    геніді  қажетті фрагментін амплификация жасау үшін келесі  праймерлер қолданылды: тура F-5'- ATGCCCTCATGGTTGATGTAGTTA-3' және кері R: 5'- CTCCCATCTCTCATACACACAAG-3',  Dra I эндонуклеазасымен  ПТР өнімін гидролиздеу әдісі арқылы генетикалық нұсқаларды анықтады,  TTT/AAA [177].  Амплификация жүргізу температуралық режимі: бастапқы денатурация - 950С 5 мин, циклдар саны-35, 950С денатурация-45 сек, 600С праймерлерді күйдіру-45 сек, 720С кезінде ұзарту-45 сек, 720С кезінде синтезді аяқтау 5 мин (кесте 1).
Ірі қара малында  GDF9 (SNP - A625T/DraI) генінің фрагменті: 
atgccctcatgggttgatgtag[gc→tt]taaatctcttgctagaagagatttaatgggactaaagcctgggtagagtgctgctggaggttagcatcttgtccagggtcacaaaatcaggactggaaaaaaggtattttgactttgttgcatattctttctagtctaccaatgttggcctggacatctagtctaccaatgttggcctggacatgaacctacagtacctctttcagctgttggtgtgctttaataaacaggatgttttccccacatttgttactttctgtgagaggaaagcttaagtccttatgtggaacagtagatccatacaaggacaatgtgttagtcaacaatcttgtgtgtatgagagagatgggag

Кесте 3 – ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін ПТР жүргізуге қажетті компоненттер және олардың мөлшері 

	Компоненттері
	Көлемі 1 реакциялық қоспаға, мкл
	Көлемі 30 реакциялық қоспаға, мкл

	10х Taq Buffer KCL
	2,5
	75,0

	dNTP қоспасы (25 мМ) 
	2,0
	60,0

	Тура праймер 1  (10  pM)
	1,0
	30,0

	Кері праймер 2 (10 pM) 
	1,0
	30,0

	Taq DNA Polymerase (recombinant) 5U/μl 
	0,2
	6,0

	25 mM MgCl2
	1,5
	45,0

	Деионизирленген су
	13,8
	414,0

	ДНҚ үлгісі
	3,0
	-

	Реакциялық қоспаның көлемі 
	25,0
	



Зерттеу тобындағы сиырларда ERα және GDF9 ген локустары бойынша сиырларда зерттеу локустары бойынша генетикалық варианттардың теориялық таралуы және  χ2  сандық мәні компьютерлік бағдарлама көмегімен Equilibrium Hardy-Weinberg  (https://gene-calc.pl/hardy-weinberg-page) анықталды, (дәлдік дәрежесі 0,05). 

Кесте 4 -  Амплификация жасап алынған ПТР өнімін рестрикция жасау хаттамасы 

	Реагенттер
	Көлемі, мкл

	1
	2

	Деионизирленген су 
	18,0


4-кестенің жалғасы
	1
	2

	10х буфер рестрикция буфері 
	2,0

	Рестриктаза BglI  10 U/μl
	2,0

	Амплификат 
	10,0

	- вортексте айналдыру, шайқау 
- инкубация жасау 37 0С 4-5 сағат



Арнайы амплификатор қондырғысында полимераздық тізбек реакциясының қаншасыншы сатысы жүріп жатқаны туралы ақпарат қондырғы мониторынан көрініп тұрады. Соңғы синтездеу аяқталған соң, амплификация нәтижесін 3-4%  агарозалық гелде тексереміз, тексеру үшін гель ұяшығына 5-6 мкл амплификат алу жеткілікті. ДНҚ маркері ретінде біздер эксперименталдық жұмыстарды pUC19/MspI ДНҚ маркерін қолдандық, оның мөлшері 5-6 мкл болды.  

2.1.4 «Байсерке-Агро» сүт фермасында сиырларға жыныстық циклді доминантты және суюдоминантты фолликулердің өсу динамикасына сәйкес стимуляция жасау нобайлары
Диссертациялық жұмыста голштеин тұқымдас сиырларда «Байсерке-Агро» сүт фермасы жағдайында туғаннан кейінгі кезеңде немесе туғаннан кейінгі анэструс кезінде эстралдық циклге индукция жасау үшін арнайы гормоналдық препараттардан тұратын нобайлар құрастырылды. Ветеринариялық гинекологияды практикада келесі терминдер жиі қолданылады: овуляция индукциясы,  эстралдық циклді синхрондау, жыныстық циклді белсендеру. Біздің жұмыста сиырлардың эстралдық циклін синхрондау үшін гормоналдық препараттарды қолдану арқылы нобайлар құрастырылды (сурет 8). Осы нобайға сәйкес туғаннан кейінгі кезеңдегі сиырларға және анэструс болған сиырларға бірінші күні GnRH гормоны (оны алмастырушы препарат сурфагон), 7 күні простагландин препараты (эстрофан), 8 күні (эстрофан), 9 күні сурфагон, 10 күні сиырды қолдан ұрықтандыру 30 күні сиырға УДЗ әдіспен буаздыққа балау жасау. 
Сүт фермасында сиырларға эстралдық циклді синхрондаудың екінші нобайы, ұзақтығы 61 тәулікке есептелген және келесі ретпен 1, 14, 22, 36, 57-58 күндері эстрофан препаратын енгізу, 25,39 күндері  күйлеген және шырыш ағу феномені бар сиырларды анықтау, 50 және 60 күндері сиырларға сурфагон препаратын енгізу, 61 тәулікте сиырларды қолдан ұрықтандыру нобайы.  PreSynch-OvSynch хаттамасын қолданған сиырлар туғаннан кейін 60 күннен астам уақыт өткен және ұзақ мерзімдегі анэструс анықталған сиырлар. Сиырларда эстралдық циклді синхрондауға қолданылған ветеринарлық препараттар Чехияда өндірілген эстрофан препраты 2,0 мл көлемінде бұлшық етке, Ресей Федерациясында өндірілген сурфагон препаратын 10,0 мл мөлшерінде бұлшық етке, құрамында 3-4 дәрумендер бар препараттар. Қолдан ұрықтандыруға голштеин тұқымдас Америкалық селекция бұқаларының қатырылған шәуеті қолданылды. 

     GnRH

GnRH

УДЗ зерттеу 
исследование

и
PGF2ᵃ

PGF2ᵃ


  Ұрықтандыру

  

                                                         
   
      1 күн                 7 күн                     8 күн                9 күн                  10 күн              30 күні 
 
Туғаннан кейінгі кезеңдегі  және анэструс балауы бар сиырларының эстралдық циклінің гормоналды синхронизацияны OvSynch әдісімен  жасау нобайы
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1 күн    14 күн     22 күн       25 күн     36 күн      39 күн      50 күн        57-58 күн       60 күн     61 күн


Сурет 8 - PreSynch-OvSynch хаттамасына сәйкес анэструстың ұзақ кезеңі бар сиырларда эструс циклін синхрондау нобайы























3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ

3.1 «Байсерке-Агро» сүт фермасында голштеин тұқымдас сиырларында эстралдық цикл ішінде доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасын зерттеу нәтижелері
«Байсерке-Агро» сүт фермасында бір жыныстық цикл ішінде 3 бас тәжірибелік топтағы голштеин тұқымдас сиырларға аналық бездеріне арасына 48 сағат үзіліс жасап УДЗ сканерлеу жүргізілді. Жеке номері №1501 сиырының аналық бездердіне УДЗ сканерлеуінің нәтижелері кесте 5 келтірілген, тәжірибиенің екінші  күні оң жақ аналық безде өлшемдері 13,5х12,8 мм болатын болжамды доминантты фолликулдың (DF немесе F1) максималды мөлшері анықталды, ол DF келесі күні ультрадыбыстық зерттеудің нәтижесінде овуляцияға ұшырады. Сонограммада тәжірибиенің бесінші  күні оң жақ аналық безде өлшемдері 9,97х14,3 мм доминантты фолликулді анықтадық (субдоминантты және доминантты фолликул өсудің бірінші толқыны), үшінші доминантты фолликул (екінші толқын субдоминантты және доминантты фолликулалардың өсуі) сол жақ аналық безде тәжірибиенің он жетінші күні екінші доминантты фолликулмен 12 күн аралықпен анықталды, доминантты фолликулдың өлшемдері 12,1х15,8 мм.

[image: K:\Дисциплина магистратура\Изденистер 2021 Асет\Узи снимки 1501\1501Pr8.JPG]

Сурет 9 – Жеке №1501 сиырдың оң жақ аналық безінің сонограммасы, 28.09.2018 ж, доминантты фолликул, фолликулярлық өсудің екінші толқыны кезінде, ұзындығы 10,2 мм, ені 6,11 мм

 Жеке №1501 сиырда оң жақ аналық безінде УДЗ тексеру барысында фолликулялық өсудің екінші толқынан сәйкес доминантты фолликул байқалған, оның ұзындығы 10,2 мм құраса, ені 6,11 мм болған. Сонограммада көрсетілгеніндей осы доминантты фолликулдың формасы сопақша, аналық бездің сыртқы қабатында орналасқан. 

[image: K:\Дисциплина магистратура\Изденистер 2021 Асет\Узи снимки 1501\1501leB3.JPG]
Сурет 10 – Жеке №1501 сиырдың сол жақ аналық безінің сонограммасы, фолликулдардың өсуінің бірінші толқыны кезінде аналық бездің қыртысты қабатында орналасқан субдоминантты фолликулдар, 16.09.2018 ж, SF1 ұзындығы 4,61 мм, ені 2,54 мм, SF2 ұзындығы 3,78 мм, ені 2,54 мм

УДЗ сканерлеу нәтижесінде жеке №1501 сиырдың сол жақ аналық безінде 16.09,2018 жылы субдоминантты фолликулдердің өсу үрдісі анықталған, осы фолликулдардың диаметрлері, 4,61 мм,  2,54 мм және 3,78 мм, 2,54 мм құраған.  Осы сонограммада (сурет 10) осы өлшенген субдоминантты фолликулдармен қатар тағы да екі субдоминанантты фолликулдар табылған. Негізі доминантты фолликулардың өсу үрдісі бірнеше субдоминантты фолликулдардың өсуімен қатар жүреді. 

Кесте 5 - Эстралдық цикл кезіндегі жеке №1501 сиырдың аналық бездерін  УДЗ сканерлеу нәтижелері

	УДЗ зерттеу күні

	DF және SF өлшемі, мм
(оң жақ аналық безі)
	Фолликул көлемі, мм2
	DF  және SF өлшемі, мм  (сол жақ аналық без)
	Фолликул көлемі, мм2

	1
	2
	3
	4
	5

	13.09.18
	12,5-11,4
	142,5
	5,936,55
	38,8415

	-
	-
	-
	3,56-4,31
	15,3436

	14.09.18
	13,5-12,8
	172,8 DF
	5,39-7,8
	42,042



5-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5

	-
	-
	-
	2,93-5,01
	14,6793

	16.09.18
	6,76-13,9
	93,694
	3,16-4,53
	14,3148

	-
	3,29-6,62
	21,7798
	4,77-4,35
	20,7495

	-
	-
	-
	2,54-4,61
	11,7094

	-
	-
	-
	2,54-3,78
	9,6012

	18.09.18
	9,97-14,3
	142,571 DF
	3,16-6,63
	20,9508

	-
	7,86-16,2
	127,332
	2,24-5,47
	12,2528

	-
	-
	-
	3,63-6,55
	23,7765

	-
	-
	-
	3-4,08
	12,24

	21.09.18
	6,55-16,4
	107,42
	3,24-6,16
	19,9584

	-
	-
	-
	3-3,16
	9,48

	-
	-
	-
	4,79-5,62
	26,9198

	-
	-
	-
	4,31-6,7
	28,877

	24.09.18
	12,6-7,7
	97,02
	3,54-4,01
	14,1954

	-
	-
	-
	3,08-2,08
	6,4064

	-
	-
	-
	5,01-6,47
	32,4147

	-
	-
	-
	4,79-3,1
	14,849

	26.09.18
	6,16-12,5
	77,0
	4,62-5,0
	23,1

	-
	-
	-
	3,77-5,08
	19,1516

	28.09.18
	4,89-9,17
	44,8413
	5,05-4,5
	22,725

	-
	10,2-6,11
	62,322
	3,51-4,32
	15,1632

	-
	-
	-
	10,0-16,01
	160,1

	-
	-
	-
	2,77-3,77
	10,4429

	30.09.18
	3,47-4,57
	29,6685
	12,1-15,8
	191,18 DF

	-
	-
	-
	8,96-15,6
	139,776

	-
	-
	-
	2,7-3,47
	9,369

	02.10.18
	5,86-8,55
	50,103
	2,85-3,95
	11,2575

	-
	4,25-7,03
	29,8775
	3,47-2,78
	9,6466



Субдоминантты және доминантты фолликулдардың өсу динамикасын зерттеуге арналған экспериментте, бір жыныстық цикл кезінде кездейсоқ жыныстық циклдің әртүрлі кезеңдерінде  эстралдық циклі бар үш голштеин сиырында жүргізілді. Зерттеу нәтижелері бойынша болжамды доминантты фолликулдың өсуі субдоминантты фолликулдар популяциясының көбеюімен бірге жүретінін көрсетеді. Субдоминантты фолликулалардың өсуі ФСГ, эстрадиол және прогестерон гормондарының қатысуымен реттелетіні белгілі.
Кесте 6 берілген  мәліметтерді талдау көрсетілгендей, жеке №265 сиырдың эстралдық циклінде доминантты фолликулдардың өсуінің екі толқыны болған, зерттеудің бірінші күні (14.09.2018) оң жақ аналық безде өлшемі 8,55-12,3 мм доминантты фолликул табылған, қайталап УДЗ зерттеу жүргізу  (16.09.2018)  нәтижелері бойынша жануарда овуляция үрдісі анықталды, сонымен қатар  овуляциядан кейінгі ойықты көруге болады (УДЗ, трансректалды сипаумен). Бірінші толқынның доминантты фолликулдың келесі өлшемдері анықталды: ұзындығы 15,3 мм, ені 10,2 мм (сурет 11). Екінші өсу толқынының доминантты фолликулы сол жақ аналық безде 10 күннен кейін өлшемі 10,2-15,3 мм болды, 4 күннен кейін сол жақ аналық безде өлшемі 13,7-16,9 мм болатын үшінші өсу толқыны анықталды (сурет 12).
[image: F:\Асет 2 болик\Асте УЗИ 1 октября 2018\265lev6.JPG]













Сурет 11 - Жеке №265 сиырдың сол жақ аналық безінің сонограммасы, 24.09.2018, фолликулдердің өсуінің бірінші толқыны кезінде доминантты, субдоминантты фолликулдар, DF ұзындығы 15,3 мм, ені 10,2 мм, SF ұзындығы 4,08 мм, ені 2, 94 мм

[image: K:\Проект молодые ученые  2021\Асет статья 2021\Асет 2 болик\265lv8.JPG]

Сурет 12 - Жеке №265 сиырдың сол жақ аналық безінің сонограммасы, 28.09.2018 ж, фолликулдың өсуінің екінші толқыны кезінде доминантты фолликул, DF ұзындығы 16,9 мм, ені 13,7 мм
Кесте 6 - Эстралдық цикл кезіндегі жеке №265 сиырдың аналық бездерін ультрадыбыстық сканерлеу нәтижелері

	УДЗ зерттеу күні

	 DF және SF өлшемі, мм  
(оң жақ аналық безі)
	Фолликул көлемі, мм2
	 DF  және SF өлшемі, мм  (сол жақ аналық без)
	Фолликул көлемі, мм2

	14.09.18
	8,55-12,3
	105,165 DF
	4,7-6,01
	28,247

	-
	9,02-11,4
	102,828
	2,77-4,24
	11,7448

	16.09.18
	Овуляция DF
	-
	3,78-4,58
	17,3124

	-
	-
	-
	3,45-4,53
	15,6285

	-
	-
	-
	2,54-4,16
	10,5664

	-
	-
	-
	2,63-4,91
	12,9133

	18.09.18
	-
	-
	3,54-7,48
	26,4792

	-
	-
	-
	4,86-2,95
	14,337

	-
	-
	-
	4,08-5,03
	20,5224

	-
	-
	-
	2,31-4,31
	9,9561

	-
	-
	-
	3,31-4,62
	15,2922

	-
	-
	-
	2-3,7
	7,4

	-
	-
	-
	2,36-4,24
	10,0064

	-
	-
	-
	2,85-3,78
	10,773

	21.09.18
	4,47-4,16
	18,5952
	7,44-5,09
	37,8696

	-
	3,08-4,47
	13,7676
	5,36-7,76
	41,5936

	-
	-
	-
	5,32-5,54
	29,4728

	-
	-
	-
	3,93-6,16
	24,2088

	-
	-
	-
	4,41-5,16
	22,7556

	-
	-
	-
	4,93-6,24
	30,7632

	24.09.18
	6,32-10,7
	67,624
	10,2-15,3
	156,06 DF

	-
	2,39-4,55
	10,8745
	3,64-4,33
	15,7612

	-
	5,63-8,71
	49,0373
	2,94-4,08
	11,9952

	-
	5,29-7,25
	38,3525
	3,08-5,01
	15,4308

	26.09.18
	-
	-
	9,94-15,7
	156,058

	-
	-
	-
	3,76-3
	11,28

	28.09.18
	3,16-4,0
	12,64
	11,9-19,1
	227,29

	-
	-
	-
	13,7-16,9
	231,53 DF

	30.09.18
	4,01-4,24
	17,0024
	9,96-14,4
	143,424

	-
	-
	-
	5,01-8,31
	41,6331

	02.10.18
	4,85-7,01
	33,9985
	9,56-10,6
	101,336

	-
	-
	-
	6,73-4,99
	33,5827

	04.10.18
	-
	-
	9,11-9,75
	88,8225

	-
	-
	-
	7,9-5,5
	43,45



Жеке № 1697 сиырдың эстралдық циклінде доминантты фолликулдердің өсуінің үш толқыны анықталды, фолликулдердің өсуінің бірінші, екінші және үшінші толқындарының ұзақтығы сәйкесінше  8, 5, 6 күн болды. Үш доминантты фолликулдың барлығы оң жақ жыныс безінде орналасқан, доминантты фолликулдердың көлемі 137,76 мм2-ден 243,18 мм2-ге дейін ауытқиды (сурет 13, сурет 14). Сол жақ аналық бездің сонограммасы субдоминантты фолликулалардың бірнеше популяциясының өсуімен сипатталды, олар сол жақ жыныс безді ультрадыбыстық сканерлеу кезінде жазылған.

[image: C:\Users\user\Desktop\Асет результаты 4 октября 2018\gl10px.JPG]

Сурет  13 -  Жеке №1697, 10.02.2018 ж, сиырдың аналық безінің сонограммасы, оң жақ аналық безде фолликулдердің өсуінің екінші толқыны кезінде доминантты, субдоминантты фолликулдар, DF ұзындығы 14,0 мм, ені 13,2 мм, SF ұзындығы 3,93 мм, ені 3,17 мм

[image: C:\Users\user\Desktop\Асет результаты 4 октября 2018\gl10lev.JPG]

Сурет 14 -  Жеке №1697  сиырдың 02.10.2018 жылы түсірілген  аналық безінің сонограммасы, сол жақ аналық безде фолликулдардің өсуінің екінші толқыны кезінде субдоминантты фолликулдар, SF1 ұзындығы 6,83 мм, ені 4,39 мм, SF2 ұзындығы 6,77 мм, ені 4 , 19 мм
Кесте 7 - Жеке №1697 сиырдың эстралдық циклдегі аналық бездерін ультра ды-быстық сканерлеу нәтижелері

	УДЗ зерттеу күні

	DF және SF өлшемі, мм
(оң жақ аналық безі)
	Фолликул көлемі, мм2
	DF  және SF өлшемі, мм  (сол жақ аналық без)
	Фолликул көлемі, мм2

	1
	2
	3
	4
	5

	13.09.18
	11.2-14.3
	160,16 DF
	6 фолликул  өлшемі
1-2мм болатын
	-


	-
	9,3-10,2
	94,86
	-
	-

	-
	5,39-6,7
	36,113
	-
	-

	14.09.18
	5,54-10,8
	59,832
	6,57-8,16
	53,6112

	
	3,23-4,93
	15,9239
	3,55-3,16
	11,218

	16.09.18
	6,93-9,32
	64,5876
	6,55-9,29
	60,8495

	-
	5,39-7,06
	38,0534
	5,01-6,63
	33,2163

	-
	-
	-
	2,54-3,57
	9,0678

	-
	-
	-
	3,19-5,28
	16,8432

	18.09.18
	10,0-13,7
	137
	7,16-11,4
	81,624

	-
	4,19-4,64
	19,4416
	4,47-5,01
	22,3947

	-
	2,3-4,85
	11,115
	3,01-4,78
	14,3878

	-
	2,63-2,32
	6,1016
	3,63-5,62
	20,4006

	21.09.18
	12,6-19,3
	243,18 DF
	-
	-

	-
	2,63-2,31
	6,0753
	3,08-4,16
	12,8128

	-
	3,93-10,3
	40,479
	2,79-4,78
	13,3362

	-
	3,24-4,01
	12,9924
	-
	-

	-
	2,39-3,39
	8,1021
	2,47-3,7
	9,139

	-
	1,85-2,62
	4,847
	2,85-3,7
	10,545

	-
	-
	-
	2,47-3,31
	8,1757

	24.09.18
	7,25-16,6
	120,35
	5,19-7,85
	40,7415

	-
	4,31-8,13
	35,0403
	5,55-8,11
	45,0105

	-
	-
	-
	2,78-4,25
	11,815

	-
	-
	-
	3,85-6,66
	25,641

	26.09.18
	6,78-9,36
	63,4608
	5,56-6,86
	38,1416

	-
	4-4,72
	18,88
	6,62-6,78
	44,1554

	-
	-
	-
	4,25-5,81
	24,6925

	-
	4,26-5,25
	22,365
	3,01-4,01
	12,0702

	-
	8,2-16,8
	137,76 DF
	-
	-

	-
	6,93-12,8
	88,704
	-
	-

	28.09.18
	6,63,-11,5
	76,245
	3,7-4,93
	18,241

	-
	11,5-6,81
	78,315
	5,81-4,72
	27,4232

	-
	6,88-4,56
	31,3728
	4,39-6,57
	28,8423

	-
	3,39-6,93
	23,4927
	5,03-6,25
	31,4375


7-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5

	-
	-
	-
	3,07-5,75
	17,6525

	-
	-
	-
	2,16-3,24
	6,9984

	-
	-
	-
	4,32-6,01
	25,9632

	-
	-
	-
	4,34-5,2
	22,568

	30.09.18
	4,95-8,72
	43,164
	4,81-7,47
	35,9307

	-
	6,07-11,2
	67,984
	4,32-5,1
	22,032

	-
	7,55-9,41
	71,0455
	5,58-4
	22,32

	-
	3,1-4,7
	14,57
	3,29-4,43
	14,5747

	-
	-
	-
	3,2-4,43
	14,176

	-
	-
	-
	2,78-3,7
	10,286

	02.10.18
	14,0-13,2
	184,8 DF
	4,39-6,83
	29,9837

	-
	3,17-3,93
	12,4581
	4,19-6,77
	28,3663

	04.10.18
	4,26-4,93
	21,0018
	6,28-6,66
	41,8248

	-
	3,62-4,48
	16,2176
	4,55-3,78
	17,199



Кесте 7 оң және сол аналық безде субдоминантты фолликулдердің саны өзгеретінін көруге болады, сондықтан оң жақ аналық бездегі субдоминантты фолликулдердің жалпы саны 13 (2 доминантты фолликул, 14.09.2018 ж. және 18.09.2018 ж ), ал сол жақ аналық безде субдоминантты фолликулдар саны 28 жетті (1 доминантты фолликул, 30.09.2018 ж). Алынған нәтижелерге талдау жүргізсек, жеке №1501 сиырда эстралдық цикл кезінде фолликулдердың екі өсу толқыны анықталғанын көрсетеді,  бірінші доминантты фолликул мен екінші доминантты фолликул арасындағы аралық 4 күн, ал екіншісі және үшінші доминантты фолликулдер аралығы 12 күн болды. Сонымен,  жеке №265 сиырдың эстралдық циклінде доминантты және субдоминантты фолликулдердің санына талдау жүргізіп және оң жақ аналық безде тек 3 доминантты фолликул және 11 субдоминантты фолликулды, сол жақ аналық безде 30 субдоминантты фолликулдар анықталған. Доминантты фолликулдердің өсуі субдоминантты фолликулдер популяциясының көбеюімен бірге жүретін  заңдылық анықталды. Жеке № 1697  сиырдың эстралдық цикл кезінде субдоминантты фолликулдердың ең жоғарғы көрсеткіш саны оң жақ аналық безде 32, сол жақ жыныс безде 44 субдоминантты фолликулдар анықталды. Сонограммаларды талдауда көрсетілгендей эстралдық циклдің сегізінші күнінен он жетінші күніне дейінгі кезеңде субдоминантты фолликулдердың көп мөлшерде өсуін көрсетеді, 8 SF-ден 13 SF-ге дейін. 




Кесте 8 - Тәжірибелік сиырлардағы эстралдық цикл кезінде ультрадыбыстық сканерлеу арқылы анықталған субдоминантты және доминантты фолликулдердың саны

	Зерттеу реті
	Зерттеу күні
	Фолликулдер саны

	
	
	оң жақ жыныс безде
	сол жақ жыныс безде

	
	жеке № 1501 сиыр

	1
	13.09.18
	1 SF
	2 SF

	2
	14.09.18
	1 DF
	2 SF

	3
	16.09.18
	2 SF
	2 SF

	4
	18.09.18
	1DF +1 SF
	4 SF

	5
	21.09.18
	1 SF
	4 SF

	6
	24.09.18
	1 SF
	4 SF

	7
	26.09.18
	1 SF
	2 SF

	8
	28.09.18
	2 SF
	4 SF

	9
	30.09.18
	1 SF
	1DF +2 SF

	10
	02.10.18
	2 SF
	2 SF

	Барлығы 
	15
	29

	жеке № 265 сиыр

	1
	14.09.18
	1DF +1 SF
	4 SF

	2
	16.09.18
	
	3 SF

	3
	18.09.18
	
	8 SF

	4
	21.09.18
	2 SF
	6 SF

	5
	24.09.18
	4 SF
	1DF +3SF

	6
	26.09.18
	
	2 SF

	7
	28.09.18
	1 SF
	1DF +1 SF

	8
	30.09.18
	1 SF
	2 SF

	9
	02.10.18
	1 SF
	3 SF

	10
	04.10.18
	1 SF
	2 SF

	Барлығы 
	12
	32

	жеке № 1697 сиыр

	1
	13.09.18
	1 DF+2 SF
	2 SF

	2
	14.09.18
	2 SF
	2 SF

	3
	16.09.18
	2 SF
	4 SF

	4
	18.09.18
	4 SF
	4  SF

	5
	21.09.18
	1 DF+5 SF
	6 SF

	6
	24.09.18
	2 SF
	6 SF

	7
	26.09.18
	1 DF+4 SF
	4 SF

	8
	28.09.18
	5 SF
	8 SF

	9
	30.09.18
	4 SF
	6 SF

	10
	02.10.18
	1 DF+1 SF
	2 SF

	11
	04.10.18
	2 SF
	2 SF

	Барлығы
	36
	44

	Ескерту: DF – доминантты фолликул, SF – субдоминантты фолликул.



Біздің тәжірибелерімізде эстралдық циклдері белгісіз үш голштеин сиырлардың аналық бездерін ультрадыбыстық сканерлеуді пайдаланып фолликулдердің өсуінің екі толқыны екі жануарда ((№ 1501, № 1697), бір сиырда (№265) үш толқын тіркелді, доминантты фолликулдердің өсуі DF өсу қарқыны тәулігіне 0,9 мм-ден 4,43 мм дейін, жыныстық циклдің әртүрлі кезеңдерінде кездейсоқ таңдалған SF өсу қарқыны тәулігіне 0,26 мм-ден 1,40 мм дейін ауытқиды, бір доминантты фолликулға субдоминантты фолликулдердың саны 21,0, 13, 66 және 19,0 болды, сәйкесінше.

Кесте 9 - Тәжірибелік жануарлардың эстралдық циклдегі доминантты және субдоминантты фолликулдердың өсуінің негізгі өлшемдері

	Сиыр-дың жеке №
	Максималды DF көлемі
	Минималды  DF көлемі
	DF өсу жылдам-дығы мм/күн
	SF өсу жылдам-дығы мм/күн
	SF саны  бір  DF-ге бөлгенде

	1501
	191,18 мм2
	142,571 мм2
	1,2
1,8
0,9
	0,35
0,53
0,28
	21,0

	265
	231,53 мм2
	105,165 мм2
	4,11
2,47
	0,26
0,34
	13,66

	1697
	243,18 мм2
	137,76 мм2
	2,73
4,43
	1,40
1,10
	19,0



Жұмыртқалықтың патологиялық дисфункцитялық жағдайларда примордиалдық, бірінші, екінші және үшінші фолликулдердің саны гистологиялық кесіп көру кезінде жалпы саны 103,44±3,0 құрайды, соның ішінде 79,39 % - примордиалдық, 8,9 % - екінші, 11,71 % - үшінші фолликулдер болып табылады. Сонымен, үшінші фолликулдардің негізгі бөлігінің  61,68 %, диаметрлері орташа және кішкентай болады, 2406,4±370,0 мкм, олар облитерациялық атрезия жағдайында болады [64, б. 526].  
Арнайы әдебиетте, сиырлар туғаннан кейінгі кезеңде фолликулдер дамуының үш түрі кездеседі: бірінші - доминантты фолликулдың овуляцияға ұшырауы, екіншісі – гормоналдық аутықудың нәтижесінде фолликулдер өсуінің болмауы немесе олардың атрезияға ұшырауы, үшіншісі – алғашқы доминантты фолликулдің овуляцияға ұшырамай, оның фолликулярлық күлдіреуікке айналуы [179- 181]. 


 Сурет 15 -  Диаграмма, бір жыныстық цикл ішінде зерттелген, жеке №1501, №265,   №1697,  сиырларының аналық бездеріндегі доминантты фолликулдардың максималды, минималды көлемдері 

Ғалымдар зерттеу жұмыстарында доминантты фолликулды идентификация жасау үшін УДЗ әдісімен қатар сол фолликулдердің сұйықтығының құрамындағы эстрадиол гормонының мөлшерін зерттеген. Нәтижесіне сәйкес доминантты фолликулдың сұйықтығының құрамында субдоминантты фоликулдерге қарағанда эстрадиол гормонының концентрациясы жоғары болатыны анықталған. Сонымен бірге доминантты фолликулдерді олардың диаметріне қарай жіктеген, олардың сары дененің дамуымен байланыстырған.  Доминантты фолликулдер зерттеу нәтижесіне қарай ерте атрезияға ұшыраған, орташа атрезияға және кеш атрезияға ұшыраған деген топтарға бөлінген [182].



Сурет 16 -  Диаграмма, бір жыныстық цикл ішінде зерттелген, жеке №1501, №265,   №1697,  сиырларының аналық бездеріндегі доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу жылдамдығы, мм/күн 
Аналық бездегі, сары денедегі қан ағымының жылдамдығын және репродуктивті циклдің сары денесінің васкуляризация дәрежесін эстральдық циклдің 7-ші және 10-шы күндері Mindray Z5 Vet доплерографиялық ультрадыбыстық сканері арқылы жүргізіліп, капиллярлардағы қан ағымының жылдамдығын анықтау жүргізіліп, түзілген сары дене анықталды (сурет 17, сурет 18). Эксперименттік жұмыс барысында сиырларда жыныстық циклдің 7 күні түзілген сары денені каппилярларын доплеграфиялық УДЗ сканерлеу нәтижесінде қан ағу жылдамдығын зерттедік. Алынған нәтиже сиырларда жыныстық циклдің 7 күні каппилярлардағы қан ағу жылдамдығы жыныстық циклдің 10 тәулігіндегі сары денедегі капиллярлардағы қан ағу жылдамдығы төмен екені анықталды. 
Тура осындай әдіспен сол алдында зерттелген сиырда жыныстық циклдің 10 күні сары дененің пісіп жетілеуіне байланысты, ондағы капиллярлардағы қан ағу жылдамдығының артқанын немесе сары денедегі васкуляризация үрдісінің жетілгені анықталды. Доплер УДЗ қондырғысы кішкентай каппилярдағы қан ағысы жылдамдығы, қарқыны туралы практикалық тұрғыдан аса маңызды мәліметтер алуға мүмкіндік береді. 

[image: L:\УЗИ Асетт 03,12,2021 (2)\OB20211203121926\202112031236280034OB.JPG]

Сурет  17 -  Сиырдың эстралдық циклінің 7-ші күніндегі сары дененің (CL) қан тамырларының доплер УДЗ санограммасы

        Алынған доплерографиялық ультрадыбыстық сонограммаларды талдау көрсеткендей эстральдық циклдің 10-шы күнінде қан ағымының жылдамдығы артады, осылайша репродуктивті циклдің сары денесінің қалыптасуын белсенділігін арттырады.
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Сурет 18 -  Сиырдың эстральдық циклінің 10-ші күніндегі сары дененің (CL) қан тамырларының доплер УДЗ сонограммасы

3.2 «Байсерке-Агро» ЖШС сиырларының қан сарысуындағы эстрадиол концентрациясын овуляцияға дейінгі кезеңде және репродуктивті циклдің әртүрлі кезеңдерінде ИФТ әдісімен анықтау нәтижелері
Сиырлардың овуляция алдындағы кезеңде, сондай-ақ бақылаудағы жануарларда эстрадиол гормонының мөлшерін анықтау нәтижелері кесте 10 көрсетілген. Сиырларда овуляция алдындағы кезеңде эстрадиол гормонының мөлшері бірінші күні 99,169 пмоль/л-ден 93,315 пмоль/л-ге дейін, екінші күні 79,785 пмоль/л-ден 87,434 пмоль/л-ге дейін және үшінші күні 96,879 пмоль/л-ден 99,422 пмоль/л дейін өзгерді. Овуляция алдындағы кезеңде эстрадиол гормонының мөлшерінің ұқсас динамикасы тәжірибелік топтың сиырларында (инв. № 9031 және инв. № 82 де) байқалды. Бірақ бақылау тобындағы сиырларда қан сарысуындағы эстрадиол гормонының мөлшері құбұлмалы өзгереді, сондықтан инв № 5112 сиырда эстрадиол концентрациясы 256,251 пмоль/л-ден (1-ші тәулік) 94,647 пмольге дейін төмендеген /л (3-ші күн).
Үш сиырдың қан сарысуындағы эстрадиол гормонының мөлшері овуляция алдындағы кезеңде 75,296 пмоль/л-ден 99,422 пмоль/л-ге дейін ауытқыды, бір сиырда эстрадиолдың концентрациясы 231,062 пмоль/л-ге жетті. Зерттелетін жануарларда тәулік ішінде эстрадиол концентрациясының ауытқуы байқалмайды, гормонның секрециясы белгілі бір деңгейде сақталады, инд № 82 сиырдағы эстрадиол концентрациясының бір реттік күрт артуы, шамасы, түсіндіруге болады. Артефак. Кездейсоқ таңдалған сиырлардың қан сарысуында эстральдық циклдің әртүрлі кезеңдерінде эстрадиол концентрациясы жоғары болды және 94,647 пмоль/л-ден 579,018 пмоль/л-ге дейін ауытқиды, тек бір жануарда (№ 5121) эстрадиолдың төмендеуі байқалды, концентрациясы 79,298 пмоль/л дейін. Сиырлардағы эстрадиол концентрациясының овуляцияға дейінгі кезеңде төмендеуі фактісін доминантты және субдоминантты фолликулалардың өсуі эстрадиол гормонының секрециясының жоғарылауымен бірге жүреді деген гипотезамен түсіндіруге болады, өйткені сиырларда овуляцияға дейінгі кезеңде  эстрадиол концентрациясының төмендеуімен сипатталады. 
Басқа екі сиырда (жеке №6066, жеке №13) эстрадиол гормонының құрамының күрт өзгеруі байқалады, яғни басында концентрациясы жоғары, содан кейін эстрадиол мөлшері азаяды және 3-ші күні бұл гормонның секрециясының қайталанып жоғарылауы байқалады. Төртінші жануарда (инв. № 5121) эстрадиол мөлшерінің өзгеру динамикасы овуляция алдындағы кезеңдегі сиырларға ұқсас. Сиырлардағы эстрадиолдың овуляция алдындағы кезеңде төмен болуы овуляцияға дейін басым фолликулалардың өсуінің аяқталуымен байланысты. Әдеби деректерде субдоминантты және доминантты фолликулалардың өсуі эстрадиол гормонының секрециясының жоғарылауымен бақыланатынын көрсетеді.

Кесте 10 - «Байсерке-Агро» ЖШС сиырларының қан сарысуындағы эстрадиол концентрациясын овуляцияға дейінгі кезеңде және репродуктивті циклдің әртүрлі кезеңдерінде анықтау нәтижелері (пмоль/л).

	Сиыр
жеке №
	Овуляцияға дейінгі кезеңде

	
	9.11.2020 г
	10.11.2020 г
	11.11.2020 г

	
	9.30  сағ
	14.30 сағ
	9.30  сағ
	14.30 сағ
	9.30   сағ
	14.30 сағ

	9028
	99,169
	93,315
	79,785
	87,434
	96,879
	99,422

	9031
	84,658
	76,697
	79,402
	84,012
	80,769
	98,967

	82
	84,136
	73,276
	75,296
	99,263
	81,245
	231,062

	Сиыр
жеке №
	Жануарлардың бақылау тобы (жыныстық циклдің түрлі кезеңдерінде)

	5112
	
	256,251
	
	207,334
	
	94,647

	6066
	
	752,164
	
	131,326
	
	602,759

	5121
	
	90,650
	
	79,298
	
	92,922

	13
	
	531,623
	
	494,147
	
	579,018



Екінші лактациядағы үш голштеин сиырында ультрадыбыстық сканерлеуді пайдалана отырып, бір  эстралдық циклде 48 сағат аралықпен доминантты және субдоминантты фолликулдердың өсу динамикасы бақыланды. Екі сиырдан екі толқын анықталды (№1501, 265) бір сиырда (№1697) фолликулдердің өсудің үш толқыны болды, доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу толқынының ұзақтығы (№1501, 265) сиырларда 4,12, 4,10 күн ал бір сиырда (№1697)   5, 7 және 8 күн болды. Доминантты және субдоминантты фолликулалардың өсу динамикасын зерттеу үшін аналық бездерді ультрадыбыстық сканерлеу кезінде доминантты және субдоминантты фолликулдарды анықтау қиын, өйткені ұқсас, жануардың оң немесе сол аналық безі фолликулдарды анықтаудың   сонограммалары мен схемалық кескіндерін сәйкесінше сақтау керек. Фолликулдердің өсу динамикасының негізгі параметрлері доминантты фолликулалардың өлшемдері болып табылады, доминантты фолликулалардың максималды көлемдері бойынша  тәжірибелік жануарларда бұл көрсеткіш келесі цифрлық мәндерге ие болғанын көрсетеді № 1501 - 243,18 мм2, №. 265 - 231,53 мм2, No 1697 - 243, 18 мм2, сиырларда минималды DF көлемдері №1501 - 142,571 мм2,   №265 - 105,165 мм2, № 1697  - 137,76 мм2. Доминантты фолликулдердың өсу динамикасына қатысты біз алған нәтижелер басқа авторлардың зерттеулерінің нәтижелеріне сәйкес келеді [2, б.194; 3, б.220; 6, б.69; 8, б.311]. Субдоминантты және доминантты фолликулдардың өсуінің маңызды сипаттамасы фолликулалардың өсу қарқыны болып табылады. Осылайша доминантты фолликулалардың өсу қарқыны субдоминантты фолликулалардың өсуімен салыстырғанда жоғары болды, DF өсу динамикасы 0,9 мм/тәулік тен 4,43 мм/тәулік аралығында, субдоминантты фолликулдар үшін бұл көрсеткіш 0,26 мм/тәулік тен 1.40 мм/тәулік аралығында ауытқиды. Сонымен, ғалымдардың мәліметтері бойынша F1 өсу қарқыны 0-ден 2-ші күнге дейін 1,7 ± 0,05 мм/тәулік, 3-тен 0-ге дейін 1,4 ± 0,1 мм/тәулік, 0-ден 1 күнге дейін 1 ,8 ± 0,1 мм/тәулікті құрады [16, б. 119].
Фолликулярлық өсу фазасында субдоминантты фолликулдар өседі және олардың біреуі доминантты болады, қазіргі уақытта доминантты фолликулдың өсу механизмін сұрыптау бойынша зерттеулер жүргізілуде [15, б.310]. Біздің зерттеулеріміздің нәтижелері бойынша доминантты фолликулдардың өсуі субдоминантты фолликулдар популяциясының ұлғаюымен қатар жүретіні анықталды, бір доминантты фолликулаға 13,66-дан 21,0 субдоминантты фолликулдардан келеді. Ғалымдар доплерлік УДЗ әдісін сиырлардың эстральдық цикл кезіндегі репродуктивтік жүйенің гемодинамикасын зерттеу үшін пайдаланды [11, б. 10]. Біз бұл әдісті ультрадыбыстық сканерді (Mindray Z5 Vet, Қытай) пайдалана отырып, эстралдық циклдің 7 және 10-күндерінде сары дененің қан ағымының жылдамдығын және қан тамырларының васкуляризация дәрежесін зерттеу үшін қолдандық және 10-шы күн 7-ші күннен салыстырғанда қан ағымының жылдамдығы мен қарқындылығы артады, бұл репродуктивті циклдің сары денесінің қалыптасуымен және белсенді секреторлық функциясымен байланысты.
Ғалымдардың зерттеулеріне сәйкес сиырларда екі толқындық өсу болған жағдайда, оларда антралдық фолликулдардың саны (4,33 ± 0,49) көп болды, ал үш толқынды фолликулардың өсу толқыны кезінде антралдық фоликулдардың саны ов было больше в двухволновом эстральном цикле 3,66±0,33 құрады. Екі немесе үш толқынды өсу толқындарында доминантты фолликулдардың мөлшері , екі толқын болған кезде 11,51 ± 0,54 мм, үш толқын болған кезде  12,41 ± 0,69 мм құрады. Доминантты фолликулдар өсу толқыны кезінде, эстралдық цикл кезінде гормондардың динамикасы келесідей өзгерді: прогестерон гормонының жоғарғы концентрациясы  (нг/мл)  10-шы тәулікте болды, эстрадиол гормонының пик нүктесі эстралдық циклдің 20-шы күнінде, (шырыш ағу алдында) және шырыш ағу феномені кезінде, ал ЛГ гормонының мөлшері шырыш ағудың бірінші тәулігінде көтеріліп, сосын оның концентрациясы төмедеді [183]. 
Фолликулярлық атрезия фолликулдың овуляциялануын және жұмыртқаны босатуын болдырмайтын дамымайтын үрдіс. Бұл сүтқоректілердің аналық бездері қартаю кезінде пайда болатын қалыпты, табиғи процесс. Аналық бездердегі сүтқоректілердің фолликулаларының шамамен 1%  овуляцияға ұшырайды, ал қалған 99% фолликулалар өсу фазалары арқылы ілгерілеу кезінде фолликулярлық атрезияға ұшырайды. Осылайша, фолликулярлық атрезия - бұл фолликулалар мен ооциттердің жоғалуына әкелетін үрдіс және бұл құбылыстың кез келген бұзылуы немесе функционалдық жоғалуы көптеген басқа жағдайларға әкелуі мүмкін. [184,185]
Ғалымдар доминантты  және субдоминантты фолликулдер өсуінің динамикасын УДЗ әдісімен зерттеуде  олардың диаметрінің мөлшеріне қарай фолликулдер үш топтарға бөлінеді: үлкен фолликулдер, диаметрі  ≥ 10 мм, орташа  ≥ 5 мм и <10 мм, кішкентай фолликулер,диаметрі -2 мм үлкен 5 мм кіші. Сонымен бірге, доминантты фолликул өсу үрдісі орта диаметрлі фолликулдар санының азаюымен сипатталады. Бірінші өсу толқынында доминантты фолликул, диаметрі 5,0 мм жоғары 4,7 күндері өзінің өсу үрдісін тоқтатып, 8 күні атрезияға ұшыраған.  Бірінші фолликулдердің өсу толқынында  ең үлкен доминантты фолликулдың диаметрі 13,67 мм құраған, ал екінші фолликулдер өсу толқынында доминантты фолликулдің диаметрі 12,1 мм болған, ал овуляцияға ұшыраған доминантты фолликулдің диаметрі 14,4 мм жеткен.  Сары дененің регресске ұшырауы жыныстық цимклдің 14 тәулігінде басталған  [186].
Біз жүргізген эксперименталдық жұмыстарда, доминантты және субдоминантты фолликулдар өсу динамикасы арнайы әдебиеттерде берілген мәліметтерге сәйкес келеді. Зерттелген үш сиырда доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасының ұзақтығы 4,5,7,8,10,12 күн, екі сиырда екі өсу толқыны, бір сиырда үш толқынды фолликулдың өсуі анықталды. Доминантты фолликулалардың өсуі субдоминантты фолликулдардың өсуімен бірге жүретіні анықталды, бір доминантты фолликулға 13,66-тен 21,0-ке дейін субдоминантты фолликулдар келеді. Овуляция алдындағы кезеңде сиырлардың қан сарысуындағы эстрадиол концентрациясы төмендейді, сары дененің белсенділігін функционалдық бағалау үшін сары дененің қан тамырларын сканерлеудің доплерографиялық ультрадыбыстық әдісін қолдану ұсынылады.
Біздің эксперименттерімізде сиырлардың қан сары суындағы  эстрадиол (Е 2) гормонының динамикасының өзгеруін зерттеу үшін (жеке № 9028, 9031, 82) 2020 жылдың 9,10 және 11 қарашасында қан үлгілері екі реттен алынды: таңертең сағат 9.30 және түстен кейін сағат 14.30 да. Жануарларда, бақылау тобында (жеке № 5112, 6066, 5121,13), яғни кездейсоқ таңдалған сиырларда (жыныстық циклдің әртүрлі кезеңдерінде) бір рет қан үлгілері алынды, (2020 жылдың 9,10,11 қарашасы сағат 14.30-де). Овуляция алдындағы кезеңде сиырларда, сондай-ақ бақылау тобындағы жануарларында эстрадиол гормонының мөлшерін анықтау нәтижелері кесте 11  келтірілген.
Сонымен, овуляция алдындағы кезеңдегі сиырларда эстрадиол гормонының мөлшері бірінші күні 99,169 пмоль/л-ден 93,315 пмоль/л-ге дейін, екінші күні 79,785 пмоль/л-ден 87,434 пмоль/л-ге дейін және үшінші күні 96,879 пмоль/л-ден 99,422 пмоль/л-ге дейін өзгерді. Эксперименттік топтағы сиырларда (жеке № 9031 және жеке №82). Алайда, бақылау тобындағы сиырларда қан сарысуындағы эстрадиол гормонының мөлшері айтарлықтай өзгереді, сондықтан жеке № 5112 сиырда эстрадиол концентрациясының көрсеткіші (1-ші күн)  256,251 пмоль/л-ден 94,647 пмоль/л-ге (3-ші күн) дейін төмендеуі байқалады.
Екі, басқа сиырларда (жеке №6066, жеке № 13) эстрадиол гормонының бірден жоғарлап өзгеруі байқалады, яғни алдымен жоғары концентрация, содан кейін эстрадиол мөлшері азаяды және 3-ші күні осы гормонның секрециясы қайтадан жоғарылайды. Төртінші жануардың (жеке № 5121) эстрадиол құрамының өзгеру динамикасы бар, бұл овуляция алдындағы кезеңдегі сиырларға ұқсас. Овуляция алдындағы кезеңде сиырлардағы эстрадиолдың төмен мөлшері овуляция алдында доминантты фолликулалардың өсуінің аяқталуымен байланысты. Әдеби дәлелдер субдоминантты және доминантты фолликулалардың өсуі эстрадиол гормонының секрециясының жоғарылауымен бақыланатынын көрсетеді. 
Отандық және шетелдік әдебиеттерді талдау жасасақ эструс циклі кезінде сиырлардағы гормоналды профильді өзгерту мәселелері әлі де аз зерттелгенін көрсетеді. Шетелдік ғалымдардың айтуынша, доминантты фолликулалардың өсуі эстрадиол концентрациясының жоғарылауымен бірге жүреді. Айта кету керек, ғалымдар қан сарысуындағы эстрадиол мөлшерін анықтау үшін негізінен ИФА әдісін (иммундық-ферменттік талдау) пайдаланады, алайда зерттеу нәтижелері қан үлгілерін дұрыс алу, қпнсарысу үлгілерін сақтау шарты (жаңа немесе мұздатылған қансарысу), қолайлы коммерциялық жиынтықтарды пайдалану және мамандардың біліктілігі сияқты факторларға байланысты. Біз "Жасыл биотехнология және торшалық инженерия" зертханасы жағдайында зерттелетін жануарлардағы қан сарысуы үлгілеріндегі эстрадиолдың құрамын анықтау техникасын оңтайландырдық. Алынған алдын ала нәтижелер, эстрадиол гормонын анықтау үшін ИФА әдісінің ақпараттылығы мен қолжетімділігін көрсетеді

3.3 «Байсерке-Агро» ЖШС сиырларының генотипін эстрогендік рецепторы (ERα), GDF9  ген локустары бойынша генотиптеу нәтижелері
Диссертациялық жұмыста голштеин тұқымдас сиырларын генотиптеу үшін биологиялық материал ретінде сиырлардан қан үлгілері алынды. Осы үлгілерден бөлініп алынған қан үлгілерінен ДНҚ бөлініп алынды. Алынған ДНҚ сапасын анықтау үшін осы үлгілердегі ДНҚ концентрациясын микроспектрофотометр талдау NanoDrop™ 2000 қондырғысымен өлшенді. Генотиптеуге қажетті 120 сынамаларда ДНҚ орташа концентрациясы 473,18  ng/µl болды, минималды және максималды көрсеткіштері 56,7 ng/µl және 1145,1 ng/µl құрады. Сонымен бірге ДНҚ сынамаларында ДНҚ тазалық дәрежесін А260 және  А280 толқын ұзындықтарында өлшеген көрсеткіштерінің қатынасы анықталды. Алынған ДНҚ сынамаларының   А260/А280 қатынасы 1,85-2,0 аралығындағы үлгілердің саны 57, (49,16%) А260/А280 қатынасы 1,75-1,84  аралығындағы сынамалар саны 60 болды, ол  50,0% құрады, ал сапасы төмен А260/А280 қатынасы 0,74 көрсеткішпен төмен тек сыныма болды, оның көрсеткіші 0,84% құрады.  Бұл көрсеткіштер жалпы бөлініп алынған ДНҚ сапасының жоғары екенін көрсетеді. 



Сурет 19 -  Генотиптеу үшін бөлініп алынған ДНҚ сапасы диаграммасы, NanoDrop™ 2000 қондырғысымен А260/А280 қатынасын өлшеу нәтижелері 

Алматы облысы Талғар ауданындағы «Байсерке-Агро» ЖШС асыл тұқымды шаруашылығында шетелдік селекциядағы голштеин тұқымды сиырларының 120 ДНҚ үлгілеріне ПТР- РФҰП талдауы арқылы генотиптеу жүргізілді. Жануарлардың репродуктивтік функциясының көрсеткіштері бойынша әр топта 30 жануардан 4 топқа бөлінді. 
ERα/BgLI генінің аллелдерінің ассоциативті әсерін зерттеу үшін голштейн сиырларының репродуктивті қызметінің келесі көрсеткіштерін ескердік, 2022 күнтізбелік жылда төлдегеннен кейін 45-60 күн (n=30), 61-90 күн (n=30), 91-120 күн (n=30), 121 күннен астам (n=30) көрсеткіштері жоғары ұрықтанған сиырлар. ERα/BgLI генінің локусында репродуктивті функциясының әртүрлі параметрлері бар сиырлардың генотиптері анықталды және генотиптің теориялық таралуы және сиырлардың зерттелген популяциясындағы χ2 цифрлық мәні сілтеме бойынша Харди-Вайнберг тепе-теңдік бағдарламасының көмегімен анықталды [13, б.515].
Erα генінің аймағындағы амплификат нәтижелерін тексеру үшін біз 4% агорозаны қолдандық, өйткені амплификат ұзындығы аз болды, 242 ж.н. Электроферограмманы талдау (сурет 20) амплификат процесінің сәтті өткенін көрсетеді. Көлденең электрофорез жүргізу үшін 5 мкл мөлшерінде үлгілер алынды, олар электроферограммада анық көрінеді.
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Сурет 20 -  ERα генінің амплификаты электроферограммасы, 4% агароза, 1-5, 6-14 ұяшықтары  ПТР өнімі, ұзындығы 242 ж.н., M-ДНҚ маркер pUC19/MspI
	
Эстрогендік рецептор генінің локусында генетикалық нұсқаларды анықтау алынған ПТР өнімін BglI эндонуклеазамен гидролиздеу арқылы жүзеге асырылды. Жануарлардың генотипіне байланысты келесі фрагменттер түзіледі: АА = 242 ж. н.; AG = 242 ж. н. + 182 ж. н.+ 60 ж. н.; GG = 182 ж. н. + 60 ж. н. Амплификации нәтижелері 3-4% агароздағы горизонталдық  электрофорез арқылы тексерілді (сурет 21). Электрофореграммада гомозиготалы GG генотипі бар 1-4,6,8-11,13-14  ұяшықтарда  көрсетілген және гетерозиготалы AG генотипі бар бір үлгі анықталған (12 –ұяшық).
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Сурет 21 - BglI эндонуклеазасымен рестрикциядан кейінгі ПТР өнімінің электроферограммасы,  1 - 4, 6, 8-11, 13-14 ұяшықтар гомозиготалы GG генотипі, фрагменттер 182 ж.н., 60 ж.н., 12 ұяшық - гетерозиготалы AG генотипі, фрагмент 242 M- ДНҚ маркері, pUC19/MspI

Кесте 16 мәліметтерді талдау, зерттелген жануарлар тобында гомозиготалы GG генотипі бар сиырлар басым және осы генотиптің жиілігі 71,6%, гетерозиготалы AG және гомозиготалы АА генотипі бар жануарлардың үлесі 22,5% және 22,5% болғанын көрсетеді. Репродуктивті қызметі жоғары 30 сиыр тексерілді, олар төлдегеннен кейін 45-60 күн ішінде нәтижелі ұрықтандырылды, бұл жануарлар тобында генетикалық нұсқалардың таралуы АА генотипімен - 10,0%, AG генотипімен - 26,6% және GG генотипімен - 63,3% құрады. Бұзаулаудан кейін 61-90 күн ішінде нәтижелі ұрықтандырылған сиырларда гомозиготалы GG генотипі бар сиырлардың үлесі 70,0%-ға жоғарылау үрдісі байқалады. Дәл осындай үрдіс бұзаулағаннан кейін 91-120 күн ішінде нәтижелі ұрықтандырылған сиырларда байқалады, гомозиготалы GG генотипі бар сиырлардың үлесі 83,3% құрайды.

Кесте 16 - ERα/BglI генінің локустарында сиырларды генотиптеу нәтижелері және осы гендердің аллелдерінің сиырлардың репродуктивті қызметіне ассоциативті әсері

	Репродуктивті функциясының көрсеткіштері әртүрлі голштеин сиырлары
	 Аллелдер 
жиілігі
	ERα/BglI локусы бойынша  генотиптің таралуы

	
	A
	G
	AA
	AG
	GG
	χ2

	
	
	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	 45-60 күнде ұрықтанған  (n=30)
	0,23
	0,77
	3
	10,0
	8
	26,6
	19
	63,3
	

	61-90 күнде ұрықтанған  (n=30)
	0,18
	0,82
	2
	6,66
	7
	23,3
	21
	70,0
	

	91-120 күнде (n=30) 
	0,08
	0,92
	0
	0
	5
	16,7
	25
	83,3
	

	121 күнде (n=30)
	0,18
	0,82
	2
	6,66
	7
	23,3
	21
	70,0
	

	Генотиптің нақты таралуы
	0,17
	0,83
	7
	5,90
	27
	22,5
	86
	71,6
	5.081

	Генотиптің теориялық таралуы
	
	
	3.5
	
	34
	
	82.5
	
	

	Теориялық таралудан ауытқу
	
	
	-3,5
	
	-7,0
	
	+3,5
	
	

	Сиырларды қолдан ұрықтандырғаннан кейін 58-ші күні қайта күйлеп келмеу индексі  (n=120)
	
	
	0
	
	8 6,6%
	
	2 1,6%
	
	



Кесте 17 - Зерттелген  голштеин сиырлары тобында ERα, GDF9 гендерінің локустары бойынша генетикалық нұсқалардың таралуы және аллель жиілігі,  гомозиготалық және гетерозиготалылық деңгейі

	Локус атауы 
	Генотип
	Генотип таралуы 
	Аллель жиілігі 
	Ho
	He

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	ERα 
(n=120)

	AA (n=7)
	5,84 %
	A=0,17
	
77,50
	
22,50

	
	AG (n=27)
	22,5%
	G=0,83
	
	

	
	GG (n=86)
	71,66%
	
	
	


17-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	GDF9 
(n=120)
	AA (n=4)
	3,3%
	A=0,08
	
90,00
	
10,00

	
	AТ (n=12)
	10,0%
	T=0,92
	
	

	
	TT (n=104)
	86,7%
	
	
	

	Ескерту: Ho – гомозиготалы генотип, He – гетерозиготалы генотип.



Дегенмен, репродуктивті функцияның параметрлері төмен сиырларда, т.б. төлдегеннен кейін 120 күннен астам нәтижелі ұрықтандырылған, ERα/BglI генінің локусында гомозиготалы GG генотипі бар сиырлар үлесінің төмендеуі байқалады. Зерттелетін сиырларда генотиптеу нәтижелері бойынша эстроген рецепторлары генінің (ERα/BglI) зерттелген локусында гендік тепе-теңдік бұзылған, G аллелінде жиілік жоғары (0,83), А аллелі төмен жиілікте ( 0,17), χ2 сандық мәні 5,081 болды.
Зерттелетін жануарларда гомозиготалы АА генотипінің (-3,5) және гетерозиготалы АG генотипінің (-7,0)  болуының жетіспеушілігі анықталды, ал GG гомозиготалы генотипінің артық кездесуі - (+3,5) анықталды. Сиырлардың репродуктивті функциясының  ақпаратты көрсеткіші 58-ші күні қолдан ұрықтандырудан кейінгі сиырлардың жыныстық күйге қайтып келмеу индексі болып табылады. Тексерілген 120 голштеин сиырының ДНҚ-сының гетерозиготалы АG генотипі бар 8 жануар (6,6%) және гомозиготалы GG генотипі бар 2 жануар (1,6%) сиырлардың 58-ші күні қолдан ұрықтандырудан кейін жыныстық күйге қайтып келмеуі тіркелді.
Біз эстрогендік рецептор генінің локусына бойынша репродуктивті функциясы әртүрлі, сүт өнімділігі 7500-8000 кг, 2-3 лактацияда, шетелдік селекциялы 120 голштеин сиырына генотиптеу жүргіздік. Зерттелген жануарларда гомозиготалы GG генотипі бар үлгілер жиі кездеседі. Оларда гендік тепе-теңдік бұзылғанын байқауға болады, А аллелінің жиілігі төмен екендігін көруге болады.
Өткен 2022 жылы ERα генінің әртүрлі генетикалық нұсқалары бар 120 сиырдың репродуктивті функциясының көрсеткіштерін талдау көрсеткендей, жоғары репродуктивті функция параметрлері бар жануарларда гомозиготалы АА және GG генотиптері бар сиырлармен салыстырғанда гетерозиготалы AG генотипі бар жануарлар басым.
Сиырлардың репродуктивті қызметіне ERα ген аллельдерінің әсерін анықтау үшін қолдан ұрықтандырудан кейінгі 58-ші күні сиырлардың жыныстық күйге қайтып келмеу индексі де анықталды, осы критерий бойынша гетерозиготалы AG генотипі бар сиырлар көрсеткіштері жоғары болып шықты, қолдан ұрықтандырудан кейінгі 58-ші күні жыныстық күйге қайтып келмеу индексі бар сиырлардың үлесі гетерозиготалы генотипі бар жануарлар тобында жоғары болды. Осылайша, алынған нәтижелерге сүйене отырып, біз сиырлардағы ERα/BGLI SNP полиморфизмін репродуктивті функцияның ДНҚ маркері ретінде анықтауды ұсына аламыз.



Сурет  22 - Диаграмма зерттеу тобындағы сиырларда ERα ген локусы бойынша генетикалық варианттардың таралуы (n=120)

	GDF9 генінің амплификациялау үшін арнайы праймерлер пайдаланылды: тура  праймер тізбегіне екі нуклеотидті алмастыру (GC→TT) енгізілді,  кері праймер тізбегі GDF9 ген амплификаты аймағына толығымен комплементарлы болды. Енгізілген екі нуклеотидті ауыстыру нәтижесінде TTT/AAA сайт рестрикциясы бар DraI эндонуклеазасы үшін сайт рестрикциясы пайда болды. Төменде GDF9 генінің амплификациялау аймағы берілген, төртбұрышты жақшада екі алмастыру [gc→tt] көрсетілген, осы алмастырудың нәтижесінде DraI рестриктазасымен кесуге сайт рестрикциясы пайда болды, ол бізге зерттелетін ДНҚ үлгісінің генотипін анықтауға мүмкіндік берді. 
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Сурет 23 - GDF9 генін амплификат  электроферограммасы, 3% агароза, ұяшықтар 1-6, 8-14 ПТР өнімі, ұзындығы 376 ж.н., ұяшық- 7 теріс бақылау, M-ДНҚ маркер pUC19/MspI

	Алынған электроферограммаға (сурет 23)  талдауы жүргізсек амплификация  барлық 14 үлгіде сәтті болғанын көрсетеді, алайда 1, 10, 11 үлгілерде сигнал әлсіз болды, өйткені түзу праймер GDF9 генінің аймағына толық комплементарлы болмады, екі нуклеотидті алмастыруды енгізу кезінде бұл жайт кейде DraI эндонуклеазасымен кескеннен кейін алынған нәтижелерді талдауды қиындатады. GDF9 A625T/DRAI SNP полиморфизмінің генетикалық нұсқаларын анықтау үшін біз DraI рестриктаза ферментімен ПТР өнімін гидролиздеу әдісін қолдандық және рестрикция нәтижесінде жануарлардың генотипіне байланысты электроферограммада 376 ж.н. фрагменттері анықталды (гомозиготалы генотип ТТ), 376 ж.н., 352 ж.н. және 24 ж.н. (гетерозиготалы AT генотипі), 352 ж.н. және 24 ж.н. (гомозиготалы АА генотипі), (сурет 24).
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Сурет 24 - DraI эндонуклеазасымен рестрикциядан кейінгі GDF9 генін амплификаты, 3% агароза, ұяшықтар 1-5,7,9,11 гомозиготалы ТТ генотипі, фрагмент 376 ж.н., 6 ұяшық  – гетерозиготалы AT генотипі, фрагменттер 376 ж.н., 352 ж.н., 8, 10 - ұяшықтар гомозиготалы АА генотипі, фрагмент - 352 ж.н., 24 ж.н., М- ДНҚ маркер pUC19/MspI

Кесте 18 деректерді талдау  көрсетілгендей, GDF9 A625T/DRAI генінің зерттелген локусында жануарларда генетикалық полиморфизм анықталғанын көрсетеді, яғни барлық үш генотип GDF9 генінің локусында табылды: АА, АТ және ТТ, генетикалық нұсқалардың таралуы сәйкесінше 20,0%, 10,0% және 70,0% құрады. Зерттелген сиырларда АА және АТ генетикалық нұсқаларымен салыстырғанда гомозиготалы ТТ генотипінің (+23,0) артық кездеседі, GDF9 генінің зерттелген локусында гендік тепе-теңдіктің бұзылғаны байқалады, Т аллельінің жиілігінің жоғары болды және 0,92 құрады, χ2 сандық мәні болды 0,05 маңыздылық деңгейінде 11,111 болды және алынған генотиптеу нәтижелері Харди Вайнберг заңына сәйкес келмейді.
Шетелдік ғалымдардың зерттеу нәтижелерін ассоциациялық талдау нәтижелері көрсеткендей, сиырлардағы GDF9 генінің бір нуклеотидті A485T және A625T SNP полиморфизмі тасымалданатын эмбриондар санына ықпал етеді (P <0,05), A625T полиморфизмі жұмыртқалардың жалпы санымен айтарлықтай байланысты болды (P <0,05 ). 
Кесте 18 - Репродуктивті функцияның әртүрлі көрсеткіштері және χ2 мәні бар сиырлардағы GDF9 генінің генетикалық нұсқаларының, аллельдерінің таралуы

	Сиырлардың репродуктивті қызметінің параметрлері (n=120)
	GDF9 генінің локусындағы генотип
SNP A625T/DraI, аллелдер жиілігі и χ2

	
	АА
	AT
	TT
	А
	T
	χ2

	Төлдегеннен кейін 45-60 күн ішінде жемісті ұрықтандыру (n=30)
	
3/10,0%
	
2/6,67%
	
25/83,33%
	
0,13
	
0,87
	

	Төлдегеннен кейін 61-90 күн ішінде жемісті ұрықтандыру (n=30)
	
1/3,33%
	
3/10,0%
	
26/86,67%
	
0,08
	
0,92
	

	Төлдегеннен кейін 91-120 күн ішінде жемісті ұрықтандыру (n=30)
	
0
	
4/13,33%
	
26/86,67%
	
0,07
	
0,93
	

	төлдегеннен кейін 121 күннен астам (n=30)
	0
	3/10,0%
	27/90,0%
	0,05
	0,95
	

	Генетикалық нұсқалардың нақты таралуы
	4/20,0%
	12/10,0%
	104/70,0%
	0,08
	0,92
	


	Генетикалық варианттардың теориялық таралуы
	
1,0
	
18,0
	
81,0
	
	
	
11,111

	Теориялық таралудан ауытқу
	+3,0
	-6,0
	+23,0
	
	
	



Сонымен қатар, ғалымдардың зерттеулері бойынша  GDF9 A485T полиморфизмдері  тасымалданатын эмбриондар санына елеулі аддитивті әсері анықталды (P <0,05).
Біз репродуктивті қызметі жоғары 30 сиырды сынадық, олар төлдегеннен кейін 45-60 күн ішінде нәтижелі ұрықтандырылды, бұл жануарлар тобында генетикалық нұсқалардың таралуы АА генотипімен - 10,0%, АТ генотипімен - 6,67% және генотипімен ТТ – 83,33%. Бұзаулаудан кейін 61-90 күн ішінде нәтижелі ұрықтандырылған сиырларда гомозиготалы ТТ генотипі бар сиырлардың үлесі 83,33%-ға жоғарылау үрдісі байқалады. Бұзаулаудан кейін 91-120 ішінде құнарлы ұрықтандырылған сиырларда да осындай үрдіс байқалады, 121 күннен астам гомозиготалы ТТ генотипі бар сиырлардың үлесі 86,67% және 90,0% құрайды. Осылайша, репродуктивті функцияның параметрлері төмен сиырлар, т.б. төлдегеннен кейін 120 күннен астам ұрықтандырылғандар АТ және ТТ генотипіне ие болды, сәйкесінше 10,0% және 90,0%. Бір қызығы, біздің ойымызша, бірінші және екінші топтағы жануарларда генетикалық нұсқалардың таралуы, мұнда репродуктивті қабілеттілігі жоғары параметрлері бар сиырларда гомозиготалы АА генотипі және гетерозиготалы AT генотипі (10,0% және 3,33%) болды. 120 ДНҚ үлгісін генотиптеу нәтижелері бойынша сиырлардың 70,0%-дан астамы гомозиготалы ТТ генотипіне ие болды, үшінші және төртінші топтарда репродуктивті қабілеті төмен сиырларда гомозиготалы АА генотипі бар жануарлар табылмады, бұл GDF9 генінің аллельдерінің репродуктивті  өнімділікке оң ассоциативті әсерінің дәлелі.



Сурет 25  – Диаграмма  GDF9 ген локус  бойынша зерттеу тобындағы сиырларда генетикалық нұсқалардың нақты таралуы (n=120)

Зерттеу тобына 2-3 лактациядағы репродуктивті функциясының әртүрлі көрсеткіштерімен, бір лактацияда сүт өнімділігі 7500-8000 кг голштеин сиырлары кірді. Мониторинг нәтижелері көрсеткендей, барлық топтарда гомозиготалы ТТ генотипі бар жануарлар басым болды, бірақ ДНҚ сынамасы төлдегеннен кейін 45-90 күн ішінде жемісті ұрықтандырылған гомозиготалы АА генотипі бар 4 сиырларда ғана анықталды, бұл репродуктивті функциясының жақсы көрсеткіші болып табылады. Гетерозиготалы AT генотипі бар сиырлар барлық төрт топта, 6,67%, 10,0%, 13,33б% және 10,0% дерлік біркелкі таралған, бұл жануарлардың гетерозиготалы генотипімен және репродуктивті функция көрсеткіштерімен корреляцияның жоқтығын көрсетеді. Алынған нәтижелер қорытынды жасауға мүмкіндік береді, яғни   зерттелетін жануарлар тобы үшін қажетті генотип GDF9 генінің локусында гомозиготалы АА генотипінің тасымалдаушылары болып табылады деген қорытынды жасауға мүмкіндік береді.

Кесте 19 – Алматы облысы Талғар ауданы «Байсерке-Агро» ЖШС сиырларының ERα, GDF9 ген локустары бойынша генотиптердің таралуы

	Пробирка-лардың реттік № 
	Сиырлардың жеке номері
	Сиырлардың генотипі

	
	
	Era/BgII ген локусы 
	GDF9 ген локусы 

	1
	2
	3
	4



19-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4

	1
	615
	GG
	ТТ

	2
	306
	GG
	ТТ

	3
	50
	GG
	ТТ

	4
	1200
	GG
	ТТ

	5
	244
	GG
	ТТ

	6
	253
	GG
	ТТ

	7
	426
	GG
	ТТ

	8
	285
	GG
	ТТ

	9
	951
	GG
	ТТ

	10
	238
	GG
	ТТ

	11
	1750
	GG
	ТТ

	12
	590
	GG
	ТТ

	13
	337
	GG
	ТТ

	14
	538
	GG
	АТ

	15
	1117
	AG
	АА

	16
	129
	GG
	ТТ

	17
	139
	GG
	ТТ

	18
	314
	GG
	ТТ

	19
	251
	GG
	ТТ

	20
	1282
	GG
	ТТ

	21
	635
	GG
	АТ

	22
	322
	GG
	ТТ

	23
	1107
	GG
	ТТ

	24
	0731
	GG
	ТТ

	25
	469
	GG
	ТТ

	26
	424
	GG
	ТТ

	27
	1609
	GG
	ТТ

	28
	417
	AA
	ТТ

	29
	7959
	GG
	ТТ

	30
	3793
	GG
	ТТ

	31
	871
	AG
	ТТ

	32
	1585
	GG
	АТ

	33
	2491
	GG
	ТТ

	34
	0031
	GG
	ТТ

	35
	524
	AG
	ТТ

	36
	849
	AG
	ТТ

	37
	973
	AG
	АА

	38
	1306
	GG
	ТТ

	39
	4624
	AG
	ТТ

	40
	715
	AG
	ТТ

	41
	1243
	AG
	ТТ

	42
	662
	GG
	ТТ

	43
	1129
	GG
	ТТ

	44
	457
	AG
	ТТ

	45
	649
	GG
	АТ

	46
	739
	GG
	ТТ

	47
	97
	GG
	ТТ


19-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4

	48
	277
	AG
	ТТ

	49
	4027
	AG
	ТТ

	50
	692
	GG
	ТТ

	51
	9747
	AG
	ТТ

	52
	9748
	GG
	ТТ

	53
	1251
	AG
	ТТ

	54
	508
	AG
	АТ

	55
	850
	GG
	ТТ

	56
	416
	AG
	АА

	57
	434
	AA
	ТТ

	58
	12085
	GG
	ТТ

	59
	848
	GG
	ТТ

	60
	723
	GG
	ТТ

	61
	597
	GG
	ТТ

	62
	486
	GG
	ТТ

	63
	2201
	GG
	ТТ

	64
	1206
	AG
	АТ

	65
	1017
	GG
	ТТ

	66
	856
	GG
	ТТ

	67
	1743
	GG
	ТТ

	68
	530
	AA
	ТТ

	69
	438
	GG
	ТТ

	70
	828
	GG
	ТТ

	71
	0215
	GG
	ТТ

	72
	281
	AG
	ТТ

	73
	1746
	GG
	ТТ

	74
	745
	AA
	ТТ

	75
	409
	GG
	ТТ

	76
	228
	GG
	ТТ

	77
	978
	AG
	АА

	78
	1302
	AG
	ТТ

	79
	918
	GG
	ТТ

	80
	3815
	GG
	АТ

	81
	498
	GG
	ТТ

	82
	1066
	GG
	ТТ

	83
	147
	GG
	ТТ

	84
	1036
	GG
	ТТ

	85
	3917
	GG
	ТТ

	86
	1236
	GG
	ТТ

	87
	5508
	GG
	ТТ

	88
	0723
	GG
	ТТ

	89
	583
	AA
	АТ

	90
	147
	AG
	ТТ

	91
	498
	GG
	ТТ

	92
	856
	GG
	ТТ

	93
	753
	GG
	ТТ

	94
	6847
	GG
	ТТ


19-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4

	95
	573
	AG
	ТТ

	96
	293
	GG
	ТТ

	97
	873
	GG
	ТТ

	98
	431
	GG
	АТ

	99
	887
	GG
	ТТ

	100
	6846
	AG
	ТТ

	101
	1101
	GG
	ТТ

	102
	4113
	GG
	ТТ

	103
	680
	GG
	ТТ

	104
	893
	GG
	ТТ

	105
	1097
	AG
	ТТ

	106
	758
	GG
	ТТ

	107
	758
	GG
	ТТ

	108
	9
	AA
	ТТ

	109
	8126
	GG
	ТТ

	110
	732
	AG
	ТТ

	111
	211
	AG
	ТТ

	112
	232
	GG
	АТ

	113
	4120
	GG
	ТТ

	114
	668
	GG
	АТ

	115
	243
	GG
	ТТ

	116
	4008
	AG
	ТТ

	117
	488
	GG
	ТТ

	118
	1689
	GG
	ТТ

	119
	2675
	AA
	АТ

	120
	1209
	AG
	ТТ



Зерттеу тобындағы 120 бас сиырларға генотиптеу жұмыстарын ERα, GDF9 ген локустары бойынша жүргізген соң, осы зерттеу тобындағы сиырларда кешенді, комбинириленген генетикалық варианттардың таралуы анықталды (кесте 20). Талдау нәтижесінде зерттеу тобындағы 120 бас голштеин тұқымдас сиырларында 7 кешенді генотип варианттары анықталды, соның ішінде ең жиі кездескен кешенді генетикалық вариант  Erα, GDF9 ген локустары бойынша GGTT генотипі болды, ERα/BgLI локусы бойынша гомозиготалы GG генотипі және екінші GDF9 SNP A625T/DraI полиморфизмі бойынша гомозиготалы TT генотипті, сиырлардың үлесі 76 бас болды, ол осы топтағы сиырлардың 63% құрады. Екінші таралуы жағынан жоғары болған кешенді генотип варианты AGTT болды, бірінші ERα/BgLI генінің локусы бойынша гетерозиготалы AG генотипі, GDF9 SNP A625T/DraI локусы бойынша гомозиготалы TT жануарлар болды. Басқа кешенді генетикалық варианттардың GGAA, GGAT, AATT, AGAA, AGAT таралуы 1,67% мен 6% аралығында болды. 



Кесте 20 - ERα/BgLI, GDF9 SNP A625T/DraI ген локустары бойынша зерттеу тобындағы сиырларда кездескен кешенді генотиптер және олардың таралуы
  
	Кешенді генотип, 
Erα, GDF9
	Генотиптің таралуы, бас сиыр 
	Генотиптің үлесі

	GG TT
	76
	63%

	GG AA
	2
	1,67%

	GG AT
	7
	6%

	AG TT
	22
	18,33%

	AA TT
	7
	6%

	AG AA
	4
	3,33%

	AG AT
	2
	1,67%

	Барлығы 
	120
	120/100%



Зерттеу жұмыстарының нәтижелеріне сәйкес тәжірибе тобына енгізілген, 120 бас голштеин тұқымдас сиырлардың репродуктивтік қызметтінің параметрлеріне сәйкес 4 топқа бөлінді, олар төлдегеннен кейін 45-60 күн (n=30), 61-90 күн (n=30), 91-120 күн (n=30), 121 күннен астам (n=30) уақытта нәтижелі ұрықтандырылған сиырлар үлесі және қолдан ұрықтандырылғаннан кейін 58-ші күні қайта күйлеп келмеу индексі. Кесте 20 берілген мәліметтерді талдау көрсеткеніндей, зерттелген сиырлардағы кешенді AGAA генотипті сиырларда репродуктивтік сиырлардың көрсеткіштері басқа кешенді генотиптермен салыстырғанда жоғары болды.  

3.4  «Байсерке-Агро» сүт фермасында сиырларға жыныстық циклін стимулдеудің түрлі нобайларының тиімділігі 
«Байсерке-Агро» ЖШС асыл тұқымды мал шаруашылығының сүт фермасында голштеин тұқымдас сиырлардың 2-ден 60 тәулікке дейінгі кезеңде эстралдық циклін синхрондау OvSynch хаттамасы бойынша жүргізілді, сонымен қатар ұзақ уақыт ұрықтанбай жыныстық циклі білінбей жүрген сиырларға PreSynch-OvSynch нобайы  қолданылды. Өткен 2023 жылдың қаңтар-сәуір айлары аралығында жыныс мүшелерінде патологиясы жоқ 145 бас голштеин тұқымды сиырға хаттама бойынша гормонды синхронизация жүргізілді. 
Кесте 21 мәліметтерді талдау көрсеткендей, туғаннан кейінгі кезеңде (2-ден 60 күнге дейін) болған 58 сиыр OvSynx синхрондау нобайынша  бойынша ал PreSync-OvSynx схемасы бойынша барлығы 87 сиыр өңделгеннен кейінгі 60 күн ішінде ұрықтандырылған сиырлардың саны бірінші топта 18 бас, екінші топта 27 бас, 31% пайызды құрады.



Кесте 21 - «Байсерке-Агро» ЖШС-нің голштеин тұқымды сиырларындағы OvSynch және PreSynch-OvSynch әдістерін қолдана отырып, эстралдық циклды синхрондауда әртүрлі нобайлардың тиімділігі (n=145).

	Синхрондау нобайы 
	Сиырдың саны
	58-ші күні қайта күйлеу  индексі
	Ұрықтанған сиырлар
	Буаз сиырлардың пайызы

	
	
	
	60 күн ішінде 
	61-90 күн ішінде
	91 күннен астам  
	

	OvSynch
	58
	62%
	18/31
	27/46,5
	13/22,5
	61%

	PreSynch-OvSynch
	87
	46%
	27/31
	34/39
	26/30
	57%



Төлдеуден  кейінгі 61 күннен 90 күнге дейінгі кезеңде ұрықтандырылған сиырлардың үлесі екінші топтағы 39%  бірінші топтағы 46,5% дейін ауытқиды. Туғаннан кейін 91 күннен астам мерзімде ұрықтандырылған сиырлардың пайызы екінші топтағы сиырларда жоғары болып, 30% құраса, бірінші топта бұл көрсеткіш 22,5 %  құрады. Сиырлардың репродуктивті қабілетінің маңызды көрсеткіші 58-ші күні қолдан ұрықтандырудан кейінгі сиырлардың жыныстық күйге қайтып келмеу индексі болып табылады, бұл көрсеткіш бірінші топтағы сиырларда жоғары болды 62% және екінші топта 46%  құрады, бұл PreSync-OvSync нобайымен салыстырғанда OvSynch схемасы бойынша сиырларда гормонды синхронизация жүргізу  тиімділігі жоғары екендігі көрсетеді.

Кесте 22 - 2023 жылғы қаңтар-сәуір аралығындағы голштеин және джерсей тұқымды сиырлардың репродуктивті функциясының мониторингінің нәтижелері

	Жасы
мен
тұқымы

	Ұрықтанды
рылғандар
1 рет
	Ұрықтанды
рылғандар
2 рет
	Ұрықтанды
рылғандар
3 реттен жоғары
	Барлығы қолдан ұрықтандырыл
Ғандар


	Сиырлар, голштеин
	28/15%
	72/39%
	84/46%
	184/100%

	Құнажындар, голштеин
	112/74%
	20/13%
	20/13%
	152/100%

	Барлығы 
	140/42%
	112/27%
	104/31%
	336/100%

	Сиырлар, 
джерсей
	284/40%
	240/34%
	184/26%
	708/100%

	Құнажындар, джерсей 
	52/76%
	8/12%
	8/12%
	68/100%

	Барлығы 
	168/43%
	248/32%
	192/25%
	776/100%


 
«Байсерке-Агро» ЖШС шаруашылығында голштин тұқымы бойынша және «Айдарбаев» ЖШС компаниясының  фермаларында сиырларды нәтижелі ұрықтандырудың нақты мерзімін зерттеу мақсатында, 2023 жылдың қаңтар-сәуір айлары аралығында сиырлардың репродуктивті қызметіне мониторинг жүргіздік. Алынған ақпаратқа толық талдау жүргізгенде (кесте 22), голштеин тұқымды сиырлардың үлкен бөлігінің пайызы екінші рет ұрықтандырудан кейін (39%)  және    үш рет ұрықтандырғаннан кейін (46%) пайыз  көрсеткіші жоғары болғаны анықталды. Джерсей сиырларында сәтті  ұрықтандыру деңгейі әртүрлі болды, яғни бір рет ұрықтандыру нәтижесінде сиырлардың 40%-ы сәтті ұрықтандырылды, екі және үш рет ұрықтандырудан кейін сәтті ұрықталған сиырлардың үлесі сәйкесінше 34% және 26%-ды құрады. Голштейн және Джерси құнажындарының сәтті ұрықтану деңгейі бірдей болды, ең тиімді болған бір рет ұрықтандыру болды (тиісінше 74% және 76%).
Сиырлардың эстралдық циклін синхрондау үшін қолданылатын нобайларды талдағанда, жануарларға гормоналды препараттарды қолданғанда, субдоминантты және даминантты фолликулалардың өсу динамикасын есепке алмай жалпы түрде жүргізілетінін көрсетеді, сондықтан біз жануарлардың тәжірибелік тобын құрдық, онда тәжірибелік сиырлардың аналық бездеріне алдын ала ультрадыбыстық зерттеу жүргізіліп, фолликулалардың өсу параметрлері анықталды (сурет 26).
Жануарлардың тәжірибелік тобына доминантты фолликулдердың өсу динамикасы әртүрлі (2-4 мм, 5-6 мм, 7-8 мм, 9 мм-ден жоғары) болды, барлығы 30 бас голштеин сиырында жүргізілді. УДЗ кезінде жануарлардың аналық бездерінде фолликулдердің өсу кезеңдері және фолликулалардың диаметрі әртүрлі фолликулдар табылды. Барлығы 30 бас тәжірибелік сиырда эстралдық циклды синхрондау үшін OvSynch синхрондау нобайы қолданылды, бұл нобайда сурфагон және эстрофан препараттары қолдану қарастырылған.

Кесте 23 - Доминантты фолликулалардың өсу динамикасына байланысты сиырларда эстралдық циклды синхрондауда OvSynch нобайының тиімділігі 

	Доминант фолликулалардың диаметрі
	Сиырлар саны

	Бір рет
ұрықтанды
рылған

	Қайталап жыныстық күйге келген
	Буаз сиырлардың пайызы


	2-4 мм 
	9
	9
	4/44%
	5/56%

	5-6 мм
	12
	12
	3/25%
	9/75%

	7 - 8 мм 
	6
	6
	2/33%
	4/67%

	9 мм-ден астам
	3
	3
	2/67%
	1/33%

	Барлығы 
	30
	30
	11/37%
	19/63%
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DF – доминантты фолликул, SF – субдоминантты фолликул.

Сурет 26 -  Аналық бездерді ултрадыбыстық сканерлеу арқылы сиырлардағы субдоминантты және доминантты фолликулалардың өсу динамикасын анықтау 

Барлығы 30 голштеин тұқымды сиыр өңделді (кесте 23), оның ішінде алғашқы ұрықтандырудан кейін 19 бас ұрықтанбады, бұл 63% құрайды. Буаз сиырлардың ең жоғары пайызы, гормоналды ем жүргізгенге дейін сиырлардағы доминантты фолликулалардың диаметрі 5-6 мм (75%) болған топта болса, екінші орында фолликуласының диаметрі 7-8 мм (67%) болатын жануарлар болды.
Осылайша зерттеу нәтижелері фолликулдердің өсу параметрлерінің гормоналды емдеуге дейінгі және овуляция индукциясымен байланысы бар екенін көрсетеді, ұрықтанған сиырлардың ең жоғары пайызы емдеуге дейін аналық бездерде фолликулдардың диаметрі 5-6 мм болатын сиырларда болды (сурет 26). Сиырларды қолдан ұрықтандырудың оңтайлы уақытын анықтау практикалық тұрғыдан маңызды, жыныстық күйге келген малды анықтауда   дәлірек әдісі - вазэктомизацияланған бұқаны пайдалану, алайда бұл әдіс айтарлықтай кемшіліктер бар, соның салдарынан әдіс тәжірибеде кеңінен қолданылмайды.
Зерттеу нәтижелері көрсеткендей, «Байсерке-Агро» ЖШС-нің сүт фермасында голштеин сиырларының эстралдық циклді синхрондауда OvSynch бағдарламасын қолданудың тиімділігі PreSynx-OvSynx бағдарламасымен салыстырғанда жоғары болғанын, буаз сиырлардың үлесі 61% және 57% құрады, қолдан ұрықтандырғаннан кейін 58-ші күні күйлеуге қайтып келмеу индексі  сәйкесінше, 62% және 46% құрады.Сиырларды нәтижелі ұрықтандырудың маңызды критерийі, қолдан ұрықтандырғаннан кейін 58-ші күні сиырлардың күйлеуге қайтып келмеу индексі, ол бізге ұрықтандырылған сиырлардың буаздығының деңгейін көрсетеді. Голштеин сиырларында бір рет ұрықтандырудан кейінгі нәтижесі 15%, екінші қайтара  ұрықтандыру көрсеткіші 39%, үш реттен ұрықтандырудан кейін 46% құрды, голштеин сиырларына қарағанда джерсей тұқымында бірінші рет  ұрықтандыру нәтижесінде буаздық көрсеткіші жоғары болды және 40% құрады, екі тұқымның құнажындарында бірінші  рет ұрықтандырудан кейінгі буаздық жоғары екендігі анықталды (74% және 76%). Голштеин сиырларындағы эстралдық циклды синхрондау тиімділігі әртүрлі тәсілдермен жүргізілді, OvSynch және PreSynch-OvSynch гормоналды емдеу алдында доминантты фолликулалардың өсу параметрлеріне байланысты. Аналық бездерінде диаметрі 5 мм (75%) және 7-8 мм (67%) фолликулдары бар сиырлар екі синхрондау нобайы бойынша гормондық емдеуге ең тиімді нәтиже беретіні анықталды. Гормоналды ем жүргізгенге дейін диаметрі 2-4 мм және 9 мм-ден астам фолликулалар табылған жануарларда  ұрықтандыру көрсеткіші төмен болды. AfiTag II компьютерлік бағдарламасы көмегімен, жыныстық қозу сатысында қозғалыс белсенділігнің артуын анықтауды пайдалану, сиырларды қолдан ұрықтандырудың оңтайлы уақытын анықтауға мүмкіндік береді деп есептейміз. Сиырларды қолдан ұрықтандырудың оңтайлы уақыты сиырлардың овуляция уақытынан бұрын болатын физикалық белсенділіктің ең жоғары нүктесі.










ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІН ТАЛҚЫЛАУ

Сүт бағытындағы шаруашылықтарда сиырлардың өсіп өну қызметін басқару және тиімділін арттыру ветеринарияда репродуктивтік қызметті белсендендірудің теориялық негізделген әдістерімен тікелей байланысты. Ірі қара малында фолликулдар эмбриогенез кезеңнің өзінде аналық бездің сыртқы қабатында түзіле бастайды  және олар ұйқы жағдайында болған примордиалдық фолликулдар белсенді сатысына ауысып, аналық организмде өмір бойы белсенді жағдайда болады. Сосын фолликулдар өсіп, овуляция болады немесе олар атрезияға ұшырайды [187]. Осы тұрғыдан алғанда голштин тұқымдас сиырларында эстралдық цикл немесе шет ел әдебиеттерінде берілген, анықтамаға сәйкес бір овуляциядан екінші овуляцияға дейінгі аралықта сиырлар мен құнажындардағы фолликулдардың өсу динамикасы мен өсу толқындары санын зерттеу аса маңызды.  Сиырларда аналық бездерінде фолликулдар диаметрі 1-3 мм болған кезде, оларды УДЗ әдісімен визуализация жасауға болады. Алғаш рет 2005 жылы ғалымдар сиырлардың аналық бездеріндегі диаметрі ≥3 мм фолликулар санын анықтаған және оларда фолликулдардың өсу динамикасын зерттеген [188].  
Арнайы әдебитеке шолу көрсеткеніндей Отандық ғалымдар арасында сиырларда эстралдық цикл ішінде фолликулдардың өсу динамикасы мен өсу толқындарын зерттеу туралы мәліметтер жоқ. Сондықтан, сиырларда доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу қарқыны мен өсу толқындарын УДЗ сканерлеу әдісімен зерттеу, оларда фолликулогенез, овуляция үрдістерінің өту ерекшеліктерін бағалауға мүмкіндік береді. Диссертациялық жұмыста 2018 жылы үш бас голштин тұқымдас сиырларында бір эстралдық цикл ішінде фолликулддардың өсу үрдісіне УДЗ сканерлеу әдісімен бақылау жасалды. Ғалымдардың алған нәтижелерінге сәйкес, аналық организмде ооцит  ұрықтану қабілетін реттеуші  негізі фактор болып саналады, ол фолликулогенез үрдісі кезінде және эмбриогенез сатысында аса маңызды. Егер ұзақ уақыт диплотена сатысы тоқтап қалса, ішкі эндогендік факторлардың және сыртқы негативті  орта факторларынан (жылу стрессі, энергияның тапшылығы) ооциттердің сапасының төмендеуіне және ұрықтану қабілетінің жоюлуына әкеліп соқтырады [189]. 
Зерттеу жүргізген екі бас сиырларда  (№ 1501, № 1697) фолликулдар өсуінің екі толқыны,  бір сиырда (№265)  овуляция аралық кезеңде фолликулдардың үш өсу толқындары анықталды. Біздің алған нәтижелерге сәйкес тәжірибелік сиырларда DF доминантты фолликулдардың өсу жылдамдығы күніне  0,9 мм-ден 4,43 мм дейін болды,  ал осы көрсеткіш субдоминантты фолликулдарда төмен болып, тәулігіне 0,26 мм-ден 1,40 мм құрады. Атап өтетін жағдай, жалпы сүткоректілерде овогенез үрдісін бақылау репродуктивтік биология ғылымы мен даму биологиясының негізгі бағыты болып саналады. Сүткоректілерде тек белгілі бір аналық торшаларының овуляцияға ұшырап, нәтижелі ұрықтануы ықтимал. Ооциттердің негізгі бөліктері апоптозға немесе басқа да аналық торшаның өлуіне алып келетін факторлардың әсерінен ұрықтану сатысына дейін жетпейді [190]. 
Тәжірибе тобындағы сиырларда УДЗ сканерлеу әдісімен зерттеу барысы  арнайы әдебиеттерде берілген. Доминантты фолликулардың өсуін қамтамасыз ететін субдоминантты фолликулдар популяциясының физиологиялық маңыздылығы туралы  тұжырымы дәлелденді. Алынған нәтижелерді талдау көрсеткеніндей, эксперименттер жүргізілген сиырларда эстралдық цикл ішінде екі немесе үш өсу толқындары анықталған. Біздің алған  нәтижелерге сәйкес бір доминантты фолликулға 13,66 мен  21,0 субдоминантты фолликулдан шықты. Ғалымдар бұл факторды, доминантты фолликулдар өсуінің физиологиялық ерекшелігі деп атайды, көптеген субдоминантты фолликулдарда түзілген эстадиол гормонының концентрациясын жоғарылап, доминантты фолликулдың өсіп, пісіп жетілуін қамтамасыз етеді. Зерттеу жұмысы барысында сиырлардың аналық бездеріне УДЗ сканерлеу арасына 48 сағат үзіліс жасап жүргізілді, осы уақыт ішінде домиинантты және субдоминантты фолликулдардың өсу немесе атрезияға ұшырау жағдайлары анықталды. Фолликулдардың өсу үрдісін зерттеу кезінде негізгі қиындық, осы фолликулдарды доминантты немесе субдоминантты екенін идентификация жасау. Біз қолданған әдіс, сонограмма алу және онда сол мүмкін доминантты болған фолликулды анықтау, сол фолликулдың орналасуын, көлемін есепке алу және ары қарай даму сатыларын зерттеу болды.  Ескеретін жағдай, ТМД елдерінде бүгінгі күнде ірі қара малының репродукциясында жыныстық цикл, эстралдық цикл деген түсініктер, жыныстық циклдің сиырларда орташа ұзақтығы 21 тәулік, сиырлар мен құнажындарда жыныстық цикл ішінде тек бір ғана фолликулдардың өсу толқыны болатыны туралы қате пікір орын алып отыр. Барлық, соңғы 15-20 жыл ішіндегі шет ел ғалымдарының зерттеулері бойынша сиырларда жыныстық цикл ішінде екі немесе үш фолликулдардың өсу толқындары бар екені дәлелденген. 
  Зерттеу нәтижелеріне сәйкес фолликулдардың дамуы мен өсу сатыларында классикалық келесі бес  сатылары кездеседі: примордиалдық фолликулдар, коммитириленген фолликулдар, гонадотропин-тәуелді,  гонадотропинге сезімтал және  овуляторлық фолликулдар [191]. 
Диссертациялық жұмыс көлемінде тәжірибе тобындағы сиырларда УДЗ әдісімен доминантты және субдоминантты фолликулдердің өсу динамикасы зерттелді. Алынған сонограммаларды жіктеуде көрсетілген фолликулдар формалары анықталмады. Аналық организмнің репродуктивтік органдарына визуализация жасауға мүмкіндік беретін тәсілдердің бірі, жыныстық органдарға УДЗ сканерлеу әдісі. Аталған әдіс фолликулдардың өсуін, сары дененің дамуын, овуляция үрдісін, буаздықты балауға және эмбрионның дамуын анықтауға мүмкіндік береді [192].  
Шет ел ғалымдарының зерттеулері бойынша, Бангледеш елінде өсірілетін жергілікті  Chittagong тұқымдас сиырлары мен құнажындарында эстралдық цикл ішінде фолликулдар өсуінің екі толқыны болатыны анықталған. Алынған мәліметтерге сәйкес, сиырларда бір өсу толқыны кезіндегі фолликулдар саны 8,00±1,50, құнажындарда  5,00±1,70 болған [193].  Диссертациялық жұмыста алынған нәтижелер, шет ғалымдарының алған зерттеулерімен сәйкес келеді, біздің нәтижелерде бір өсу толқынындағы фолликулдар саны жоғары болғаны анықталды.  Шет ел ғалымдары өз зерттеулеріне сәйкес, 434 сиырларға УДЗ сканерлеу нәтижесінде   286 (65,9%)  бас сиырларда бір доминантты фолликул болғанын,  99 (22,8%) бас сиырларда екі фолликул болғанын (оң және сол жақ аналық безде),  49 (11,3%) басында екі фолликулдан болғанын, бір жақ аналық безде, оң немесе сол жақ аналық безінде анықтаған. Авторлар доминантты фолликулдардың диаметрі 7–9 мм болған жағдайларда, олардың 34,5%  овуляцияға ұшырап, сол овуляцияға ұшыраған аналық торшалар нәтижелі ұрықтанып, буаздық болу деңгейі 17,6% құраған [194].  
Негізі доминантты фолликулдың өсуін қамтамасыз ететін диаметрлері 7–9 мм фолликулдер атрезияға ұшырайды. Қандай фолликул доминантты фолликул болатыны қан плазмасындағы ФСГ гормонының концентрациясымен тікелей байланысты [195].  Ғалымдар өз зерттеулерінде жергілікті ірі қара малында үш овуляция аралық кезеңде, сиырларда доминантты фолликулдардың өсу динамикасы мен өсу толқындарын анықтаған, сиырларда овуляция аралық кезеңнің ұзақтығы 20,66±0,32 күнді құраған, тәжірибе жүргізілген 43 бас сиырлардың 71% овуляция аралық кезеңде екі өсу толқындары, ал 29% сиырларда үш фолликулдар өсу толқыны кездескен [196].  Соңғы жылдары мамандар УДЗ әдісімен сары дененің мөлшері мен көлемін анықтау арқылы, прогестерон гормонының концентрациясын, прогестеронмен тығыз байланыстағы эстрадиол гормонының концентрациясын математикалық модель көмегімен балау әдістерін ұсынуда [197].  Экстракорпоралдық ұрықтандыру сәттілігі  көптеген факторларға байланысты, соның ішінде шешуші фактор, ол ооциттің сапасы және оның функционалдық жағдайы. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес ооциттің ұрықтануға қабылеттілігі фолликулдың даму сатысымен тікелей байланысты, атап айтқанда өсу сатысындағы фолликулдарда даму сатысы аяқталмаған ооциттер кездеседі, оларда РНҚ ақпарат толық беріліп аяқталмаған, ол ақпараттар тек доминантты фолликулдарда толық аяқталып, пісіп жетілген ооцитке айналады [198].  
Арнайы әдебиетте, фолликулдардың өсу толқындары, өсу динамикасы, фолликулдардың диаметрі, ооциттердің сапасы туралы мәліметтер бар. Сондықтан, сиырларда фолликулогенез үрдісінің ерекшеліктерін анықтау мақсатынды келесі көрсеткіштер зерттелді: жеке №1501 сиырында эстралдық цикл ішінде оң жақ аналық безінде 15 фолликулардың өсуі анықталды, ал екінші сол жақ аналық безде осы кезеңде УДЗ сканерлеу кезінде 29 фоликулдардың өсу үрдісі анықталды. Жалпы №1501 сиырында бір эстралдық цикл ішінде екі доминантты фолликул анықталған, олардың бірі оң, екішісі сол жақ аналық безде орналасқан. Зерттеуге алынған, жеке №265 сиырда эстралдық цикл ішінде оң жақ аналық безде 12, сол жақ аналық безде 32 фолликулдардың өсуі анықталған. Осы сиырда зерттеу кезінде оң жақ аналық безде бір доминантты фолликул, сол жақ аналық безде екі доминантты фолликул бар екені дәлелденген. Үшінші тәжірибе сиырында, оң жақ аналық безде 36 фолликулдар, сол жақ аналық безде 44 фолликулдар анықталған. Сонымен УДЗ зерттеу кезінде сиырларда доминантты фоликулдардың орналасуы оң және сол жақ аналық бездерінде болған, ал  сонограммада анықталған субдоминантты фолликулдардың санының ауытқуы көрсетілген. Тәжірибе жүргізілген №265 сиырда  үш өсу толқындары тіркелген, доминантты DF фолликулдің өсуі жылдамдығы күніне 0,9 мм-ден 4,43 мм құраған, ал эстралдық  циклдің түрлі күндерінде  кездейсоқ таңдалған SF фолликулдарының өсу жылдамдығы  0,26 мм мен  1,40 мм арасында болды. Осы анықталған жағдайлар, әдебиеттерде берілген мәліметтерге сәйкес, бір доминантты фолликулдың өсуін бірнеше субдоминантты фолликулдардың популяциясы қамтамасыз ететінін көрсетеді. 
  Қазіргі таңда фолликулогенез, овогенез және овуляция үрдістерін қамтамасыз ететін факторлардың бірі эндокриндік жүйе. Фолликулдардың өсуін қадағалайтын эндокриндік факторларға, эстралдық цикл ішінде прогестерон гормонының өзгеру динамикасы, эстрадиол гормонының секрециясы, овуляция алдында ФСГ және ЛГ гормондарының секреция жасау деңгейлері аса маңызды. Сондықтан, зерттеу тобындағы сиырларда эстралдық цикл ішінде және овуляция алдындағы кезеңде сиырлардың қан сары суы үлгілерінде эстрадиол гормонының мөлшерін анықтау қажет болды. 
Диссертациялық жұмыста, доминатты фолликулдар өсуінің эндокриндік механизмін ашу мақсатында  жеке № 9028, 9031, 82 голштин тұқымдас сиырларынан овуляция болу алдында, таңертең сағ 9.30 және түсте сағ 14.30 екі рет қан үлгілері алынып, олардан қан сары суы сынамалары алынды. Алынған қан сары суы үлгілерінде эстрадиол (Е2) гормонының концентрациясы ИФТ тәсілімен анықталды. Сиырларда овуляция алдында қан сары суында  эстрадиол гормонының концентрациясы  бірінші күні 99,169 пмоль/л мен 93,315 пмоль/л аралықта болған, зерттеудің екінші тәулігінде 79,785 пмоль/л мен 87,434 пмоль/л құраған, ал үшінші күні 96,879 пмоль/л - 99,422 пмоль/л болған.  Ал эстралдық циклдің белгісіз кезеңіндегі сиырларда  жеке  № 5112,  256,251 пмоль/л, 207,334 пмоль/л, 94,647 пмоль/л болды. Жеке №6066, №13 сиырларда зерттеу нәтижелеріне сәйкес, қан сары суы үлгілерінде эстрадиол гормонының мөлщері 752,164 пмоль/л, 131,326 пмоль/л, 602,759 пмоль/л және 531,623 пмоль/л, 494,147 пмоль/л, 579,018 пмоль/л, болды сәйкесінше.  Керісінше, жеке № 5121 сиырда эстрадиол гормонының концентрациясы төменгі деңгейде, 90,650 пмоль/л, 79,298 пмоль/л,, 92,922 пмоль/л болды. Алынған нәтижелерге сәйкес, сиырларда овуляция алдында қан сары суында эстрадиол гормонының мөлшерінің төмендейтіні анықталды. Ал, эстралдық циклдің белгісіз сатыларында сиырларда эстрадиол гормонының концентрациясы үлкен дәрежеде өзгеріп отыратыны анықталды. Бұл туралы, әдебиеттегі мәліметтер, доминантты фолликулдың өсуін бірнеше субдоминантты фолликулдар популяциясы қамтамасыз етеді деген қағидаға сәйкес келеді. Көптеген субдоминантты фолликулдар популяциясы, фолликулдерде эстрадиол гормонының синтездеуін қамтамасы ету арқылы, доминантты фоликулдің өсуіне жағдай тудырады. 
Шет ел ғалымдарының зерттеулерінде, екі овуляция аралық кезеңде, сиырларда үш фолликулдардың өсу толқыны анықталған, және бір өсу толқыны кезеңінде келесі фолликулдардың: өсу сатысы, тұрақты сатысы, регрессия сатысы және овуляция үрдістері анықталған.  Фоликулдардың осы сатыларында, қан сары суында эстрадиол гормонының динамикасы зерттелген. Екі овуляция аралық кезеңде эстрадиол гормонының концентрациясы 3,8 pg/ml және 5,6 pg/ml аралығында болған, тек овуляция алдында эстрадиол гормонының мөлшері шамалы көтерілген. Зерттеу жұмыстарын ғалдымдар 14 бас сиырларда жүргізген, олардың 4 басында екі овуляция аралық кезеңде  екі фолликулдардың өсу толқыны болған, ал қалған 10 бас сиырларда үш фоликулдердің  өсу толқындары болған.  Екі өсу толқындары болған сиырларда бірінші өсу толқыны мен екінші өсу толқыны арасындағы кезең ұзақтығы 8,7 ± 0.3  болған, ал екінші өсу толқыны мен үшінші өсу толқыны арасындағы кезең 10,8 ± 0.3 тәулікті құраған. Келесі 10 бас сиырларда, үш өсу толқындары тіркеліп, өсу толқындары арасындағы мерзім, сәйкесінше, 7,2 ± 0.7, 7,7 ± 0.4, 9,5 ± 0.4  тәулік болған  [199].  
Біздің эксперименттік жұмыста, жеке №1501 сиырында өсу толқындары арасындағы мерзім, бірінші мен екінші өсу толқындары аралығы 4 тәулікке, екінші мен үшінші өсу толқыны арасындағы мерзім 12 күнді құрады, тура осы көрсеткіштер жеке №265 сиырда, 8 және 4 тәулікті құрады. Жеке №1697 сиырында бірінші мен екінші өсу толқындары арасындағы мерзім 8 күнді, екінші мен үшінші өсу толқындары аралығы 5 күнді, үшінші кезең ұзақтығы 6 күн болды. Алынған нәтижелер мен әдебиеттердегі мәліметтер арасында айырмашылықтар бар екенін атап өту қажет. Келесі зерттеу жұмысында авторлар 18 эстралдық циклге талдау жасалып, 12 эстралдық цикл кезінде (66,66%) үш өсу толқындары анықталған, ал 2 эстралдық циклде (22,22%) екі өсу толқындары 2 эстралдық циклде (22,22%)  4 өсу толқындары болғаны анықталған. Барлық жағдайларда овуляторлық және ановуляторлық доминантты фолликулдың диаметрі субдоминантты фолликулдардың диаметрінен (p < ,05) жоғары болған [200].  
Эстралдық циклдің немесе буаздықтың сары денесінің дамуы, прогестерон гормонының синтезделуі сиырларда аса маңызды физиологиялық фактор, сары денеде васкуляризация жақсы жетілген болса, онда прогестерон гормоны жеткілікті мөлшерде түзіліп, ұрықтану көрсеткішін арттырады және буаздықты сақтап қалуға мүмкіндік береді. Диссертациялық жұмыста сиырлардың эстралдық циклінің 7 және 10 тәуліктерінде сары денеге УДЗ сканерлеу әдісімен зерттеу жүргізіліп, доплер УДЗ қондырғысымен сары денедегі каппилярлардағы қан ағу қарқыны мен жылдамдығы анықталды. Алынған сонограммадла, 7 тәулікте қан ағу жылдамдығы 10 тәулікке қарағанда төмен екені анық білінеді. Бізлің пікіріміз бойынша доплер УДЗ әдісіпен сары дененің васкуляризация дәрежесін балау аса маңызды тәсіл. 
Әлемде мал шаруашылығы жоғары дамыған елдерде қазіргі таңда сүт бағытындағы шаруашылықтарда олардың өнімділігін арттыру және болжау үшін геномдық селекция технологиясы қолданылады. Сонымен бірге технологиялық жағынан қарапайым, сүт бағытындағы аналық бастардың репродуктивті қызметпен ассоциативті байланысы бар, ДНҚ маркерлерін, SNP полиморфизмдерді пайдаланады. Әдебиеттерде голштеин тұқымдас сиырлардың репродуктивтік қызметі мен басқа да фенотиптік белгілер арасында гендер алелелдерінің әсері туралы ақпараттар жеткілікті.
Сондықтан диссертациялық жұмыста эстрогендік рецепторы (ERα), GDF9  ген локустары бойынша генотиптеу жұмыстары жүргізілді.  Жалпы жыныстық қызметпен байлданысты SNP полиморфизмдері геннің келесі бөліктерінде орналасуы ықтимал, геннің промоторлық немесе 5'-фланкирлеу бөлігінде, экзондық, интрондық, болмаса 3'-фланкирлеу бөліктерінде орналасуы мүмкін. Эстрогендік рецепторы (ERα) локусы бойынша 120 бас голштин тұқымдас сиырларында SNP полиморфизмді зерттеу ERα генінің промторлық С бөлігіндегі  A→G алмасу нүктелік мутациясы зерттелді.  Екінші генотиптеу жүргізу GDF9 ген локусы  құрамындағы SNP - A625T/DraI  SNP полиморфизмі бойынша генетикалық варианттары, аллелдердің жиілігі, генетикалық варианттардың нақты және теориялық таралуы, Харди-Вайнберг формуласы бойынша χ2  сандық мәні анықталды. Генотиптеу жұмыстары келесі ретте жүзеге асырылды: биологиялық материал алу, ол материалдан ДНҚ бөліп алу, бөліп алынған ДНҚ үлгілерінің сапасын зерттеу және ПТР-РФҰП әдістерімен үлгілердің екі ген локустары бойынша генотиптерін идентификациялау. Генотиптеуге пайдаланған ДНҚ сынамаларының орташа концентрациясы 473,18  ng/µl құрады, осы көрсеткіш жалпы ең төмен  56,7 ng/µl және ең жоғары 1145,1 ng/µl болды. Келесі маңызды көрсеткіш, А260/А280 қатынасы. Сапасы жоғары қатынас көрсеткіші 1,85-2,0 сынамалар үлесі 49,16% болды, сосын  А260/А280 қатынасы 1,75-1,84  үлгілер үлесі  50,0%, қатынас көрсеткіші  0,74 көрсеткішпен төмен сынаманың дәрежесі 0,84% құрады.  Жалпы бөлініп алған классикалық, фенолдық әдіспен ДНҚ сапасы және концентрациясы жоғары болды. 
Зерттеу тобындағы сиырларда эстрогендік рецептор ERα ген локусы бойынша   басым кездескен гомозиготалы GG генотип  (71,66%), гетерозиготалы AG  генотипті жануарлардың үлесі 22,5% болып, осы ген локусы бойынша гендік тепе теңдіктің бұзылғаны белгілі болды. Голштин тұқымдас сиырлары әлемді ең жоғарғы өнімді тұқымдас ірі қара малы және кең көлемде аса жоғары өнімді бұқаларды қолдан ұрықтандыруға пайдалану нәтижесінде, осы тұқымда инбридинг дәрежесі үлкен. Ұзақ уақытта жүргізілген, сұрыптаудың нәтижесінде, шамамен голштин тұқымдас сиырларында гендік тепе теңдік пен генетикалық вариантттардың нақты таралуы арасында алшақтық пайда болған. Генотиптеу 120 бас, репродуктивтік көрсекіштері әртүрлі сиырларға жүргізілді, бірінші топта туғаннан кейін 45-60 күнде нәтижелі ұрықтанған сиырлар  (n=30), екінші топта 45-60 күнде ұрықтанған, үшінші топта   91-120 күнде (n=30), төртінші топта 121 күннен астам уақытта нәтижелі ұрықтанған сиырлар  (n=30), сонымен бірге осы зерттеу топтарындағы сиырларда эстрогендік рецептор локусы бойынша түрлі топтарда сиырларды қолдан ұрықтандырғаннан кейін 58-ші күні қайта күйлеп келмеу индексі  (n=120) анықталды.  Алынған нәтижелерді талдау көрсеткеніндей, репродуктивтік қызметінің жоғарғы көрсеткіштері бар бірінші топтағы сиырлардың басым көпшілігінің генотипі ERα локусы бойынша гетерозиготалы AG генотипі болды және осы генотиптегі сиырлардың өсіп өну қызметі жоғары, эстрогендік рецептор генінің аллелдерімен ассоциативті байланысы бар деген болжам жасауға болады. Сонымен қатар, зерттеу тобындағы сиырларда эстрогендік рецептор локусы бойынша ДНҚ полиморфизмі анықталып, оларда үш түрлі генотиптер көрсетілді. 
 Зерттеу тобындағы 120 бас сиырларда GDF9 ген локусы бойынша үлкен басымдықпен гомозиготалы ТТ генотипті жануарлар басым болды 86,7%, гетерозиготалы  AТ және гомозиготалы AА генотипті сиырлардың үлесі,  10,0% және 3,3% құрады. Осы топтағы сиырларда GDF9 ген локусы бойынша гомозиготалық дәрежесі 90,0, ал керісінше гетерозиготалық деңгей 10,0 дейін төмендеп кеткен. Бұл нәтиже зерттеу тобындағы сиырларды фенотиптік белгілер бойынша сұрыптау нәтижесінде, генетикалық тепе теңдіктің бұзылып кеткенін көрсетіді. Сонымен, өсіп өну қызметінің көрсеткіштері төмен сиырлардың GDF9 ген локусы бойынша генотиптері, АТ және ТТ генотипті сиырлар болды  (10,0% және 90,0%). Алынған нәтижелерге сәйкес репродуктивті қызметі жоғары сиырлардың генотипі  гомозиготалы АА генотипі болды.  Сонымен бірге, зерттеу тобындағы сиырларда екі ген локустары бойынша кешенді 7 түрлі нұсқада генотиптер аныкталды, олардың ішінде көп кездескен генетикалық варианты  GGTT екі ген локустары бойынша да гомозиготалы генотип болды, оның таралуы 63,0% құрады. Біздің зерттеу жұмыстарының нәтижелерінде алынған қорытындылар, арнайы әдебиеттерде берілген мәліметтермен, зерттеу тобындағы сиырларда екі ген локустары бойынша да генотиптердің таралуы, аллель жиілігі туралы мәліметтер толықтай сәйкес келеді. ERα  және GDF9 гендері аллелдерінің зерттеу тобындағы сиырлардың репродуктивтік қызметіне ассоциативті әсері бар екені анықталды. 
«Байсерке-Агро» сүт фермасында голштин тұқымдас сиырларының репродуктивтік қызметіне мониторинг жүргізу нәтижесінде келесі көрсеткіштер анықталды: голштин тұқымдас сиырларында туғаннан кейін бірінші реттен нәтижелі ұрықтанған сиырлардың үлесі  15%, екінші реттен кейін нәтижелі ұрықтанған сиырлардың үлесі 39%, үшінші реттен кейін  нәтижелі ұрықтанған сиырлардың үлесі 46% құрады. Ал, тура осы көрсеткіштер голштин тұқымдас құнажындарда сәйкесінше, 74%, 13%, 13% құрады. Осы парамтерлері бойынша джерсей тұқымдас сиырларында айтарлықтай айырмашылық болды, оларда осы көрсеткіштер: 40%, 34% және 26% болды. Алынған нәтижелерге сүйене отырып, диссертациялық жұмыс көлемінде «Байсерке-Агро» ЖШС шаруашылығыгнда сиырларға туғаннан кейін, анэструс балауымен және туғаннан кейін ұзақ мерзімде анэструс болған сиырларға жыныстық циклді синхрондау мақсатында нобайлар құрастыру жұмыстары жүргізілді. 
Бүгінгі таңда әлемде сүт фермаларында сиырларда күйлеу феноменін, оларды ұрықтандырудың оңтайлы мерзімін анықтау күрделі технологиялық процесстердің бірі және осыған байланысты, туғаннан кейінгі кезеңдегі сиырларға түгелдей стимулдеу жүргізу нобайларының тиімділігі жоғары екені көрсетілген. Соңғы 20 жылда Ovsynch бағдарламасын қолдана бастағаннан бері сүт фермаларында мал басын басқару үрдісінде үлкен өзгерістер пайда болды. Ovsynch хаттамасын нәтижелі пайдалану келесі фундаменталдық физиологиялық үрдістермен тікелей байланысты: нобайдың алғашқы екі күнінде овуляцияның индукциясын тудыру, сол кезде жас антралдық фолликулдардың өсуін қамтамасыз ету,   овуляторлық фолликулдар өсу кезінде прогестрон гормонының жоғарығы концентрациясын қамтамасывз ету, сосын сары денені лизиске ұшырату, бұл өз кезегінде қолдан ұрықтандыру кезінде прогестеронның концентрациясын төмендетеді, оның жоғарғы эстрогендік сезімталдығы болады және гонадотропиндерге жауап беру реакциясы артады, қолдан ұрықтандырғаннан соң 12-18 сағат ішінде овуляцияны тудырады [201]. Қолдан ұрықтандыру жұмысын төмендетіп отырған факторға сиырларда ұрықтанудың оңтайлы уақытысы күйлеу феноменін анықтаудың қиындығы.  Осы мәселені шешу мақсатында бірнеше физиологиялық мүмкіндіктер қарастырылған, фолликулдардың өсу динамикасы, прогестерон гормонының өзгеру динамикасы, овуляцияның индукциясын тудыру [202]. Қазіргі таңда сиырларда эстралдық циклдің физиологиясы мен эндокринологиясын терең білу, оларда өсіп өну қызметін оңтайлы басқаруға мүмкіндік береді. Кең тараған, қарапайым эстралдық циклді синхрондау нобайы  простагландин (PGF2α) препаратын қолдануға негізделген  [203].  
«Байсерке-Агро» сүт фермасы жағдайында голштин тұқымдас сиырларға эстралдық циклді синхрондауға екі түрлі гормоналдық препараттардан тұратын нобайлар қолданылды. УДЗ сканерлеу арқылы  сиырлардың аналық бездерінде фолликулдердің өсу динамикасы анықталды, тәжірибе барлығы  30 бас голштин тұқымдас сиырларында жүргізілді. УДЗ зерттеу нәтижелеріне қарай, сиырларда келесі диаметрдегі фолликулдар анықталды: диаметрі 2-4 мм, 5-6 мм, 7-8 мм, 9 мм жоғары. Осы сиырларға құрамына,  сурфагон және эстрофан препараттары кіретін Ovsynch хаттамасы қолданылды. Пайдаланған нобай тиімділігі буаз сиырлардың үлесі көрсеткішімен бағаланды, онда максималды жоғарғы көрсеткіш диаметрлері 5-6 мм, 7-8 мм фолликулдар бар сиырларда болды (75% және 67%).  Осы алынған нәтиже,  Ovsynch хаттамасы бойынша синхрондау жасау кезінде, өсу сатысында бар фолликулдер жылдамдатып өсіп, доминантты фолликулға айналуына жағдай тудыруы ықтимал.  Тәжірибелік топтағы OvSynch хаттамасы бойынша эстралдық циклдеріне синхрондау жүргізілген 58 бас сиырларда, қолдан ұрықтандырудан кейін 58-ші тәулікте қайта күйлеп келмеу индексі 62%,  буаз сиырлардың пайызы 61% құрады. Осы топта туғаннан кейін 2-60 күнге дейінгі және анэструс балауы қойылған сиырлар болған. 
Екінші тәжірибе тобындағы сиырларға эстралдық циклді синхрондау PreSync-OvSynx нобайы бойынша жүргізілді, мында тәжірибеге  репродуктивтік қызметі төмен сиырлар енгізілген. Эстралдық циклді синхрондау эксперименттері нәтижесі бойынша OvSynch хаттамасының PreSync-OvSync нобайымен салыстырғанда тиімді екені анықталды. 


ҚОРЫТЫНДЫ

1. Алматы облысы Талғар ауданы  «Байсерке-Агро» ЖШС қарасты сүт фермасында 2-3 лактациядағы өнімділігі 7800-8000 кг голштин тұқымдас сиырларында  эстралдық цикл ішінде арасына 48 сағат үзіліс жасап, аналық бездеріне УДЗ сканерлеу әдісімен  PU2200 Vet және Mindray Z5 Vet маркалы қондырғыларын пайдалана отырып  доминантты  және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасын, өсу толқындарын зертеу тәсілі жүзеге асырылды. УДЗ сканерлеу кезінде доминантты, субдоминатты фоликулдардың диаметрі, орналасуы, формасы және саны анықталды. 
2. Доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасы, өсу толқындарын зерттеу голштин тұқымдас үш бас сиырларда жүргізілді. Ультрадыбыстық сканерлеу нәтижесінде екі сиырда (№ 1501, № 1697) эстралдық цикл ішінде  екі фоликулдар өсу  толқыны,  бір бас сиырда (№265) үш фолликулдар өсу толқындары бар екені анықталды. Доминантты фолликулдардың  DF өсу жылдамдығы 0,9 мм - 4,43 мм болды, доминантты фолликулдармен салыстырғанда субдоминантты фолликулдардың өсу жылдамдығы төмен болды және ол күніне  0,26 мм - 1,40 мм құрады, зерттелген үш бас сиырларда  бір доминантты фолликулға субдоминантты фолликулдар популяциясының сандары сәйкесінше, 21,0, 13, 66 және 19,0 болды.
3. Овуляцияға дейінгі кезеңде үш бас голштин сиырларында және  эстралдық циклдің кездейсоқ кезеңіндегі төрт бас сиырларында үш күн қатарынан екі рет алынған қан сары суы үлгілеріндегі эстрадиол гормонының концентрациясы овуляция алдындағы кезеңде жеке №9028 сиырда 79,785 пмоль/л - 99,422 пмоль/л, жеке №9031 сиырында 76,697 пмоль/л - 98,967 пмоль/л, жеке №82 сиырында 73,276 пмоль/л - 231,062 пмоль/л аралықтарында болды. Эстралдық циклдің кездейсоқ аралығында зерттелген төрт бас сиырларда эстрадиол горомонының концентрация үш бас сиырларда жоғары болды, 94,647 пмоль/л - 579,018 пмоль/л, бұл нәтижелер сиырларда доминантты фолликулдар өсу кезінде субдоминантты фолликулдар популяциясы доминантты фолликудың өсуін қамтамасыз етеді деген қағидаға сәйкес келеді. 
4. Диссертациялық жұмыста зерттеуге репродуктивтік қызметтері әр түрлі дәрежедегі 120 бас голштин сиырларынан қан үлгілері алынды, олардан ДНҚ сынамалары алынып, сапасы микроспектрофотометр талдау NanoDrop™ 2000 қондырғысымен зерттелді.  Бөлініп алынған  120 ДНҚ үлгілерінің орташа, минималды және максималды концентрациясы:   473,18  ng/µl, 56,7 ng/µl және 1145,1 ng/µl болды.  ДНҚ үлгілерінің  А260/А280 қатынасы 1,85-2,0 аралығындағы үлгілер үлесі 49,0%, 1,75-1,84  аралығындағы үлгілер үлесі 50,0% болды, бұл алынған ДНҚ сапасының жоғары екенін көрсетеді. 
5. «Байсерке-Агро» ЖШС сүт фермасында  120 бас голштин сиырларына эстрогендік рецептор ERα/BglI  және  GDF9 (SNPA625T/DraI) гендер  локусы бойынша ПТР-РФҰП әдісімен генотиптеу нәтижелері бойынша, екі локус бойынша ДНҚ полиморфизмі анықталған, ERα/BglI  локусы бойынша AA, AG, GG және GDF9 (SNPA625T/DraI) полиморфизмі бойынша AA, AT, TT генотиптері, олардың сиырларда нақты таралуы, 5,84%, 22,5%, 71,66% және 3,3%, 10,0%, 86,7%, болды, сәйкесінше. Екі ген локустары бойынша да гендік тепе теңдіктің бұзылғаны белгілі болды. ERα/BglI  полиморфизмі бойынша сиырларда артық көлемде гомозиготалы  GG генотипі, ал  GDF9 (SNPA625T/DraI) полиморфизмі бойынша гомозиготалы TT генотипі басым таралған, екі локус бойынша Ho гомозиготалы жануарлар дәрежесі жоғары болды, 77,5% және 90,0%. 
6. Жұмыста сиырларда ERα, GDF9 гендерінің жыныстық қызметке аллелдерінің ассоциативті әсері зерттелді, ол үшін репродуктивті қызметінің келесі көрсеткіштері бар сиырлардан: туғаннан кейін 45-60 күнде (n=30), 61-90 күнде (n=30), 91-120 күнде (n=30), 121 күннен астам (n=30) уақытта нәтижелі ұрықтанған сиырлардан тұратын 4 топ құрылды. ERα ген локусы бойынша ұрықтану көрсеткіштері жоғары I, II топтардағы сиырлардың ішінде гомозиготалы  GG сиырлар үлесі, 63,3% және 70,0% құрады, ал екінші  GDF9 (SNPA625T/DraI) полиморфизмі бойынша репродуктивтік қызметі төмен III, IV топтағы сиырларда гомозиготалы TT гентипті сиырлардың үлесі басым болды 86,67%, 90,0%. Зерттеу тобындағы 120 бас голштин сиырларында екі ERα, GDF9 гендерінің локустары бойынша келесі кешенді GGTT, AGTT генотиптердің таралуы жоғары болды, 63,0% және 18,33%, сәйкесінше. 
7. Сүт фермасы жағдайында сиырларға эстралдық циклді синхрондауға туғаннан кейінгі 2-60 күн аралығындағы сиырларға және осы кезеңде анэструс болған жануарларға  OvSynch хаттамасын пайдаланудың PreSync-OvSync хаттамасымен салыстырғанда жоғарғы тиімділігі дәлелденді, буаз болу деңгейлері, 61,0%  және  57,0% құрады, сәйкесінше. Сиырларда эстралдық циклді синхрондау үшін, сиырларға алдын ала аналық бездердегі доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу сатысын анықтап алу, синхрондау нәтижесін көтереді, аналық бездерінде диаметрі 5-6 мм, 7-8 мм фолликулдары бар сиырларда синхрондау нәтижесі жоғары, буаз болу деңгейі 75,0% және 67,0% болды. 

















ТӘЖІРИБЕЛІК ҰСЫНЫС

1. Сиырларында  эстралдық цикл ішінде аналық бездерінде доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасын, өсу толқындарын анықтау үшін, сары денендегі васкуляризация дәрежесін зерттеу үшін  аналық бездерге, сары денеге  PU2200 Vet және Mindray Z5 Vet маркалы қондырғыларын пайдалана отырып УДЗ сканерлеу әдісімен  балау жасауды ұсынамыз. 
2. Сүт фермаларында құнажындардың репродуктивтік қызметіне болжау жасау үшін, жалпы зоотехникалық әдістермен қатар геномдық селекция элементтері ретінде ERα/BglI  және  GDF9 (SNPA625T/DraI) ген локустары бойынша ПТР-РФҰП талдау әдісімен генотиптеу жүргізуді ұсынамыз, аталған әдіс  ERα локусы бойынша қажетті гомозиготалы  GG генотипті құнажындарды анықтауға мүмкіндік береді. 
3. Диссертациялық жұмыстың нәтижелеріне сүйене отырып, голштин тұқымдас сиырларында эстралдық циклді синхрондау алдында оларға УДЗ сканерлеу әдісімен аналық бездердегі доминантты және субдоминантты фолликулдардың өсу динамикасын, диаметрлерін анықтап алуды ұсынамыз. Диаметрлері 5,0 мм - 6,0 мм, 7,0  -8,0 мм фолликулдары бар сиырларда синхрондау нәтижесінде күйге келу, буаз болу пайыздары жоғары болады. 
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